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RÉSUMÉ 
Le cancer est une pathologie complexe causée par plusieurs facteurs génétiques et 
environnementaux. Aux Etats-Unis seulement, près de 1 400 000 cas de cancer seront 
diagnostiqués en 2006 et plus de 500 000 personnes en mourront. Encore aujourd'hui, 
plusieurs types de cancer sont incurables et la plupart des traitements existants ne sont 
malheureusement pas curatifs. Cette maladie est caractérisée par une croissance cellulaire 
incontrôlée ainsi qu'une dissémination des cellules anormales. La prolifération accrue des 
cellules cancéreuses mène à l'apparition de régions hypoxiques chez plusieurs tumeurs 
solides. Un grand nombre de molécules participent aux différents stades de la progression 
tumorale et permettent à la tumeur de s'adapter à son microenvironnement. Plusieurs de ces 
dernières sont synthétisées sous forme de pro-peptides nécessitant un clivage enzymatique 
ciblé afin d'acquérir leur activité. II a été démontré que la furine, le prototype de la famille 
des convertases de proprotéines, joue un rôle important dans la progression tumorale. La 
furine est surexprimée chez plusieurs types de tumeurs et elle est nécessaire à l'activation de 
substrats protéiques dont les rôles dans la croissance tumorale ainsi que dans la formation 
des métastases sont répertoriés. Dernièrement, l'étude des différents promoteurs de la furine 
a révélé qu'elle pouvait être induite en hypoxie, et ce, via le facteur de transcription HIF-1. 
Notre étude avait pour but d'étudier l'implication de la régulation hypoxique de la furine 
dans le développement du cancer. Nous avons démontré, par immunohistochimie, la 
présence de régions hypoxiques dans les xénogreffes formées à partir de fibrosarcomes 
humains ainsi qu'une surexpression de la furine dans ces régions. Afin d'inhiber cette 
induction dans les régions hypoxiques tumorales, nous avons construit des vecteurs 
plasmidiques contenant un inhibiteur de la furine, soit l'al-AT-PDX, sous le contrôle d'un 
promoteur inductible en hypoxie. Ces vecteurs possèdent 3 ou 6 répétitions d'une séquence 
du gène de l'érythropoïétine contenant un site de reconnaissance pour le HIF-1. Nous avons 
démontré que ces vecteurs augmentent les niveaux de PDX chez les cellules HTI 080 
cultivées en hypoxie. De plus, nous avons établi que l'augmentation de PDX en hypoxie est 
principalement due à la présence de HIF-1 dans la cellule. Nous avons aussi observé une 
diminution de la maturation de la MTl-MMP ainsi que de l'IGF-1 Rl3, deux substrats de la 
furine. 
Dans le but de vérifier la possibilité qu'une inhibition de la furine induite en hypoxie puisse 
affecter la croissance tumorale, nous avons par la suite transfecté les cellules HT1080 afin 
d'obtenir une population de cellules exprimant de façon stable les plasmides 3HRE-PDX et 
6HRE-PDX. Nous avons démontré que, suite à l'implantation de ces cellules chez des 
souris immunodéficientes, la croissance des tumeurs exprimant du PDX en hypoxie est 
diminuée de façon significative. Nous avons également démontré, par immunobuvardage de 
type Western, la présence de PDX à l'intérieur de ces tumeurs. De plus, des expériences 
d'immunohistochimie ont révélé que l'expression de PDX était principalement située dans 
les régions hypoxiques des tumeurs. 
La furine est une enzyme ubiquiste, impliquée dans le maintien physiologique des fonctions 
cellulaires. Nos résultats démontrent pour la première fois la faisabilité d'inhiber de façon 
ciblée la furine, soit dans les zones hypoxiques de tumeurs. Cette inhibition diminue la 
maturation de substrats impliqués dans la modification du microenvironnemt des tumeurs et 
par conséquent, diminue la progression tumorale. 
Mots clés: furine, hypoxie, HIF-1, cancer, PDX 
1. INTRODUCTION 
1.1 La furine, le prototype de la famille des convertase de proprotéines 
1.1.1 Les convertases de proprotéines 
L'activation par clivage endoprotéolytique de protéines sécrétées sous la forme de molécules 
précurseures est un mécanisme important dans la régulation de plusieurs processus 
physiologiques et pathologiques. La découverte, il y a maintenant 20 ans, des protéines de la 
famille des convertases de proprotéines nous a permis de mieux comprendre plusieurs 
phénomènes tels que le transport intracellulaire de protéines, Je développement 
embryonnaire ainsi que différentes pathogenèses, dont les infections virales et bactériennes 
ainsi que le cancer. 
Les recherches sur les convertases de proprotéines ont débuté avec les études réalisées par 
Donald Steiner. Ce dernier démontra en 1967 que des peptides hormonaux provenaient 
d'une pro-hormone de grand poids moléculaire, qui subissait un clivage post-traductionnel 
suivant un site composé d'un doublet d'acides aminées basiques, ce qui permettait la 
libération de peptides actifs (Chretien and Li, 1967; Steiner et al., 1967). Cependant, 
l'implication d'une endoprotéase dans la maturation de molécules précurseures n'a été mise 
en évidence qu'en 1984, lors de la découverte de l'endoprotéase de levure kexine (kex 2). 
En effet, le groupe de Julius a démontré, à l'aide de la complémentation génétique de 
souches de levure Saccharomyces cerevisiae mutantes pour Je gène KEX2, que Je produit de 
ce gène était nécessaire à la maturation de deux molécules, soit la toxine tueuse (killer toxin) 
et le facteur alpha (Julius et al., 1984). Puisqu'il a été démontré que la kex 2 pouvait cliver 
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certaines protéines de mammifères à des sites dibasiques, dont la pro-albumine (Bathurst et 
al., 1987) et la pro-hormone neuroendocrine (Thomas et al., 1988), l'hypothèse avait été 
émise que les cellules de mammifères devaient exprimer une ou des protéines partageant une 
homologie structurale avec l'enzyme de levure. Ceci était appuyé par les résultats obtenus 
suite à l'analyse de la séquence en acides aminés de KEX2. Au fait, il a été démontré que 
son domaine catalytique possédait une similarité avec ceux des protéases bactériennes 
appartenant à la famille des subtilisines, suggérant ainsi que la structure des protéines ayant 
une activité similaire à la kex2 ait été conservée au cours de l'évolution (Mizuno et al., 
1988). 
Ce n'est pourtant qu'en 1989 que des recherches réalisées à partir de bases de données ont 
permis d'identifier une protéine homologue à la kexine chez les mammifères. Cette enzyme 
est encodée par le gène FUR (c-fes/fps gpstream region) qui possède un cadre de lecture 
ouvert adjacent au proto-oncogène c-fes/fps, ce qui lui a valu cet acronyme (Fuller et al., 
1989). Il fut démontré que le produit de ce gène, la furine, était apte à cliver des facteurs 
neurotrophiques, des protéines du sérum et des molécules pathogènes, et ce à une séquence 
composée d'acides aminés basiques. Par la suite, l'utilisation de PCR avec des amorces 
dégénérées a permis de découvrir 6 autres membres de la famille des convertases de 
proprotéines (PC). Jusqu'à aujourd'hui, 7 membres de cette famille possédant une activité 
endoprotéase pouvant cliver en c-terminal d'une paire d'acides aminées basiques, soit la 
furine (aussi PACE), la PCI (aussi PC3) (Nakayama et al., 1991; Seidah et al., 1990; 
Smeekens et al., 1991), la PC2 (Seidah et al., 1990; Smeekens and Steiner, 1990), la PACE4 
(Kiefer et al., 1991 ), la PC4 (Nakayama et al., 1992; Seidah et al., 1992), la PC5 (aussi PC6) 
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(Lusson et al., 1993; Nakagawa et al., 1993a) et finalement la PC7 (aussi PC8 ou LPC) 
(Bruzzaniti et al., 1996; Constam et al., 1996; Meerabux et al., 1996; Seidah et al., 1996), 
ont été répertoriées. 
Bien que ce phénomène soit moins bien étudié, certains produits bioactifs peuvent aussi être 
produits par protéolyse à un site hydrophobique, plutôt que dibasique. Les efforts déployés 
pour identifier les enzymes effectuant ces clivages ont permis la découverte de deux autres 
membres de la famille des PCs, soit la SKl-1/SlP @.ubtilisine Kexine Isoenzyme 1) qui clive 
en n-terminal du site consensus (Arg/Lys) -X- (Hydrophobique)-(Z), où Z est variable, 
(Seidah et al., 1999) ainsi que la NARC-1 (ou PCSK9) qui clive en C-terminal de la 
séquence Val-Phe-Ala-Gln (Naureckiene et al., 2003; Seidah et al., 2003). Ces convertases 
jouent un rôle important dans la régulation du métabolisme des lipides et dans l'homéostasie 
du cholestérol (Allard et al., 2005; Elagoz et al., 2002). 
1.1.2 Structure des PC 
Les 7 membres de la famille des PCs possèdent plusieurs domaines structuraux semblables, 
tels que le peptide signal, la pro-région, le domaine catalytique, le domaine P ainsi que 
plusieurs sites de modifications post-traductionnels tel que la glycosylation (figure 1). Tout 
d'abord, le peptide signal permet aux protéines nouvellement synthétisées de transloquer 
vers le réticulum endoplasmique et d'entrer dans la voie de sécrétion cellulaire. Comme 
plusieurs autres protéases, les PCs sont synthétisées sous forme de zymogènes inactifs 
caractérisés par un pro-segment en N-terminal. Cette région conservée est retirée au cours 
de la maturation des PCs par un clivage auto-catalytique en C-terminal de la séquence 
Figure 1. Représentation schématique des membres de la famille des convertases de 
proprotéines. Représentation schématique de la furine et des 6 PCs. Représentation de la 
Kex2 de la levure ainsi que de la subtilisine bactérienne (ne possédant pas de domaine P). 
PC5/6 possède deux isoformes A et B. Ces derniers sont produits par un clivage alternatif. 
Les lettres en caractères gras (D,H,S) soulignent l'importance de ces résidus à l'intérieur du 
site actif. 
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9 H N h • • 1 1 1 1 1 Fu ri ne 
794 a.a . 
D H N s • !ilJ !! 1 1 PC7 
785 a.a. 
D H N i 1 " 1 1 PC5/6A • ' ' ' 1 
915 a.a . 
D H N ' 1 " 1 1 PCS/68 ' ' -----
1 
! s- • -----------..-- -----, ' ' i 
1877 a.a. 
D H N s 1 " 1 1 1 • .. 1 
969 a.a . 
D H N rr " 1 1 1 PC1/3 ' 753 a.a . 
D H D f 1 1 1 .. 
PC2 1 1 
637 a.a . 
D H N ï ' 1 1 1 1 PC4 
654 a.a . 
•• D H N y, !! 1 1 ' Kex2 1 
814 a.a . 
D H N s 1 1 1 1 
382 a.a. 
Subtilisine 1-I _.__.._.._ ______ ---' 
bactérienne 
Peptide signal D Domaine transmembranaire 1 Motif RGD 
(RGS pour PC7) 
Pro-domaine D Domaine cytoplasmique 
' Site potentiel de D D glycosylation Domaine catalytique Domaine P 
D Domaine riche en Serfîhr 
Adapté de Thomas, 2002 
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Arg-Xaa-Lys/Arg-Arg (Creemers et al., 1993; Goodman and Gorman, 1994; Leduc et al., 
1992). À la suite de son clivage, le pro-peptide reste accolé à la protéine par des liens 
covalents et agit en tant que protéine chaperone afin d'inhibiter l'activité endogène de 
l'enzyme (Fu et al., 2000; Peters et al., 1998; Shinde and Inouye, 1995). Le mécanisme 
d'activation de la furine est illustré à la figure 2. 
Le domaine partageant la plus grande homologie entre les diverses PC est sans aucun doute 
le domaine catalytique de type subtilisine. Cette région renferme un Asp, His, Ser ainsi 
qu'un Asn qui sont des acides aminés caractéristiques des sites catalytiques des protéases de 
type sérine (Bryan et al., 1986). 
Le domaine P, quant à lui, est également un domaine conservé. Ce dernier possède un site de 
reconnaissance pour les intégrines, soit un domaine formé des acides aminés RGD (sauf 
RGS pour PC7) (Lipkind et al., 1998). En plus d'être essentiel à la stabilité structurelle de 
l'enzyme (Creemers et al., 1993; Gluschankof and Fuller, 1994; Hatsuzawa et al., 1992b), ce 
domaine joue un rôle important au niveau de son activité enzymatique, ainsi que dans la 
spécificité de celle-ci pour ses substrats (Zhou et al., 1998). 
Finalement, en c-terminal des convertases de proprotéines, on observe une très grande 
variabilité de séquence. Tout d'abord, il y a présence d'un domaine transmembranaire chez 
la furine, la PC5B et la PC7 (Hatsuzawa et al., l 992b; Nakagawa et al., l 993b ). Ce motif 
est adjacent au domaine cytoplasmique qui est important pour la localisation cellulaire de ces 
convertases. En ce qui concerne la PACE4, la PC5 et la furine, il y a aussi présence d'une 
6 
région riche en sérines/thréonine, dont la fonction n'est pas encore connue (Lusson et al., 
1993; Nakagawa et al., l 993a; Roebroek et al., 1992). 
1.1.3 Localisation tissulaire et intracellulaire des convertases 
L'étude détaillée de l'expression tissulaire, de la régulation et des fonctions biologiques des 
convertases, suggère qu'elles possèdent des fonctions à la fois spécifiques et 
complémentaires. Bien que des études in vitro aient démontré que plus d'une convertase 
possédaient la capacité de cliver un même substrat, il semblerait que la divergence de leurs 
localisations intracellulaires et tissulaires diminue les risques de redondance dans leurs 
activités biologiques (Seidah et al., 1998). 
La capacité de la furine à cliver un grand éventail de substrats (tableau 1) est facilitée par son 
expression tissulaire ubiquiste et sa localisation dans plusieurs compartiments cellulaires. 
On peut retrouver la furine dans Je réseau du trans-Golgi (TGN), les endosomes ainsi qu'à la 
membrane cellulaire (Seidah et al., 1994; Seidah et al., 1998; Shapiro et al., 1997). La PC7, 
qui présente une expression large mais non-ubiquite, est retrouvée dans des structures 
cellulaires semblables à celle de la furine (Munzer et al., 1997). Pour ce qui est de la 
PC1/PC3 et la PC2, elles sont localisées plus spécifiquement dans les granules denses de la 
voie de sécrétion régulée des tissus neuroendocriniens, tels que les îlots pancréatiques et les 
glandes surrénales (Rouille et al., 1995; Seidah et al., 1994; Seidah et al., 1991; Smeekens et 
al., 1992). La PACE4 et la PC5 sont des protéases exprimées dans les tissus endocriniens et 
non-endocriniens. Ces protéinases clivent plusieurs substrats des voies de sécrétions 
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Tableau 1 : Classification fonctionnelle de précurseurs clivés par la furine. 
Facteurs de croissance/hormones P6 PS P4 P3 P2 Pl ! Pl' P2' 
Pro-NGF Thr His Arg Ser Lys Arg Ser Ser 
Pro-PDGF A Pro Ile Arg Arg Lys Arg Ser Ile 
Pro-PDGF B Leu Ala Arg Gly Arg Arg Ser Leu 
Pro-TGF~l Ser Ser Arg His Arg Arg Ala Leu 
Pro-VEGF-C His Ser Ile Ile Arg Arg Ser Leu 
Pro-PTH Lys Ser Val Lys Lys Arg Ser Val 
Protéines sériques 
Pro-von Willebrand Ser His Arg Ser Lys Arg Ser Leu 
Pro-albumine Arg Gly Val Phe Arg Arg Asp Ala 
Pro-facteur IX Leu Asn Arg Pro Lys Arg Tyr Asn 
Pro-protéine C Arg Ser His Leu Lys Arg Asp Thr 
Récepteurs de la surface cellulaire 
Pro-récepteur à l'insuline Pro Ser Arg Lys Arg Arg Ser Leu 
Pro-récepteur à l'IGF-1 Pro Glu Arg Lys Arg Arg Asp Val 
Intégrine a3 Pro Gin Arg Arg Arg Arg Gin Leu 
Intégrine av His Leu Ile Thr Lys Arg Asp Leu 
Pro-récepteur HGF Glu Lys Arg Lys Lys Arg Ser Thr 
E-cadhérin Leu Arg Arg Gin Lys Arg Asp Trp 
Protéines de la matrice extracellulaire 
Pro-BMP-1 Arg Ser Arg Ser Arg Arg Ala Ala 
Pro-ADAM-17 Val His Arg Val Lys Arg Arg Ala 
Pro-Fibrilline Arg Gly Arg Lys Arg Arg Ser Thr 
Pro-MTl-MMP Asn Val Arg Arg Lys Arg Tyr Ala 
Protéines pathogènes 
Gp-160 du HIV Val Gin Arg Glu Lys Arg Ala Val 
Gp virus Epstein-Barr Leu Arg Arg Arg Arg Arg Asp Ala 
gBduCMV His Asn Arg Thr Lys Arg Ser Thr 
GP du virus Ébola Gly Arg Arg Thr Arg Arg Glu Ala 
Virus de la fièvre jaune Ser Arg Arg Ser Arg Arg Ala Ile 
(Adapté de (Seidah and Chretien, 1999)) 
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constitutives et régulées. Cependant, leur localisation cellulaire n'est pas encore bien définie 
(De Bie et al., 1996; Seidah and Chretien, 1999; Zheng et al., 1997). Finalement, la PC4 est 
retrouvée exclusivement dans les cellules germinales des testicules (Nakayama et al., 1992; 
Seidah et al., 1992). Le reste de ce mémoire portera plus spécifiquement sur Je prototype de 
la famille des convertase de proprotéines, la furine, l'enzyme qui a retenue notre intérêt dans 
mes travaux de maîtrise. 
1.2 La furine 
De façon similaire à son homologue de la levure Kex2, la furine est une endoprotéase de 
type sérine, dépendante du calcium. Cette enzyme est active selon un éventail de pH variant 
de 5 à 8, ce qui correspond aux pHs mesurés dans les multiples localisations intracellulaires 
où on peut retrouver la furine (Hatsuzawa et al., l 992a; Molloy et al., 1992). 
1.2.1 Maturation et localisation intracellulaire de la furine 
Tel que mentionné auparavant, la furine est synthétisée sous la forme de zymogène non-
actif. L'enzyme sous forme de précurseur, soit la pro-furine, nécessite un clivage auto-
catalytique intra-moléculaire en c-terminal de la séquence Arg-Thr-Lys-Arg107• Ce clivage 
s'effectue dans le RER en condition de pH neutre (Creemers et al., 1993; Leduc et al., 1992; 
Molloy et al., 1994). Il a été démontré que ce clivage est nécessaire à la migration de la 
furine vers Je Golgi (Creemers et al., 1995; Molloy et al., 1994; Takahashi et al., 1995). À 
la suite de son clivage, Je pro-segment demeure lié au site catalytique de la furine et agit en 
tant qu'inhibiteur intracellulaire. Lorsque ce complexe atteint les organelles du trans-Golgi, 
le pH plus acide favorise une deuxième étape de clivage auto-catalytique à l'intérieur du pro-
9 
domaine au site Arg-Gly-Val-Thr-Lys-Arg75, ce qui permet la libération du site catalytique 
de la furine et donc son activation. Des recherches ont aussi démontré que la furine pouvait 
subir un clivage en amont de son domaine transmembranaire, ce qui permet son relâchement 
à l'extérieur de la cellule (voir figure 2) (Vidricaire et al., 1993; Wise et al., 1990). 
Tel que mentionné, la furine est présente de façon majoritaire au trans-Golgi, mais peut 
aussi se retrouver dans différents organelles de la voie de sécrétion constitutive. Le transport 
de la furine est contrôlé par plusieurs motifs situés à l'intérieur des 56 acides aminées qui 
forment son domaine cytoplasmique (Molloy et al., 1998; Molloy et al., 1994). L'interaction 
de ces motifs avec la machinerie de sécrétion cellulaire a donné place à 2 boucles de 
recyclage de la furine, l'une vers le TGN et l'autre entre les endosomes et la surface 
cellulaire. La furine est maintenue à l'intérieur de ces boucles grâce à la caséine kinase II 
(CKII), qui phosphoryle des résidus sérine dans le motif acide de la queue cytoplasmique. 
Toutefois, le transport entre les boucles est régulé via une déphosphorylation effectuée par 
un isoforme spécifique de la PP2A. Cette phosphatase existe sous la forme d'un 
hétérotrimère composé d'une sous-unité catalytique ainsi que d'une sous-unité permettant 
son association avec une protéine régulatrice variable (voir revue; (Mayer-Jaekel and 
Hemmings, 1994). La spécificité de cette phosphatase pour la furine nécessite 
l'incorporation de la sous-unité régulatrice de la famille B dans l'hétérotrimère (Molloy et 
al., 1998; Molloy et al., 1994). Enfin, le transport de la furine à travers la cellule est effectué 
en étroite collaboration avec le cytosquelette d' actine (Liu et al., l 997a). 
- . ( ... , 
[Hj 
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Adapté de Thomas, 2002 
Figure 2. Le mécanisme d'auto-activation de la furine. Lors de la maturation de la furine, 
son pro-domaine agit en tant que protéine chaperonne, ce qui permet le changement de 
conformation du site catalytique de sa forme latente (rond rose) vers sa forme active (ovale 
rouge). Suite aux modifications effectuées dans le réticulum endoplasmique (RE), il y a 
excision du pro-peptide par clivage auto-catalytique suivant l ' arginine 107. Le pro-peptide 
reste associé avec le domaine mature et agit en tant qu'inhibiteur lors de son transport dans 
la voie de sécrétion. Par la suite, le pH acide du réseau du trans-Golgi (TGN) permet un 
clivage à l' arginine 75. Ce clivage est suivi par une dissociation rapide du pro-domaine et de 
1 'activation de la furine. 
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1.2.2 Régulation de l'expression de la furine 
Le gène fur, codant pour la protéine furine, est constitué de 2.2 Kb échelonné sur 15 exons 
(Roebroek et al., 1986). Trois isoformes d' ARNm, différant dans leur région 5' non-
codante, permettent la traduction de la furine, dont la séquence protéique finale est identique 
(Ayoubi et al., 1994). L'utilisation de la technique d'extension par oligonucléotides a 
permis d'identifier les sites d'initiation de la transcription de ces 3 isoformes. Les régions 
génomiques situées juste en amont de ces sites d'initiations possèdent une activité 
caractéristique aux régions promotrices. Ces 3 régions, nommées Pl, PIA et PIB, semblent 
réguler de façon différente l'expression du gène fur, et ce en fonction du type cellulaire 
étudié (Ayoubi et al., 1994). 
L'étude de ces 3 promoteurs a permis de les différencier selon les motifs présents dans leur 
séquence. Le promoteur Pl A et Pl B ont un contenu riche en GC et possèdent plusieurs sites 
de liaison pour le facteur de transcription SPI. La présence de ces sites est une 
caractéristique des promoteurs de type constitutif. De plus, l'absence de sites TATA ou 
CCAA T dans la région proximale des promoteurs P 1 A et P 1 B est une autre caractéristique 
des promoteurs ayant une activité constitutive. Le promoteur Pl, quant à lui, est plutôt de 
type inductible. Ce promoteur de 3.7 Kb possède des éléments TATA et CAAT dans sa 
région proximale. De plus, il est transactivable par plusieurs facteurs de transcription dont 
C/EBPJ3 (Ayoubi et al., 1994). 
Nous disposons de peu d'information quant à la régulation de ces promoteurs. Au 
laboratoire, le Dr Blanchette a démontré l'implication du TGFJ)l en tant qu'inducteur de 
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l'expression du gène fur chez les synoviocytes de rats. Cette augmentation de l'expression 
de furine serait au cœur d'une boucle d'autorégulation impliquant son substrat, le TGFJ31 
(Blanchette et al., 1997). Cette régulation du gène fur implique la participation de protéines 
de la voie des Smads (§imilar to mothers _!!gainst Q.ecapentaplegic), dont l'hétérodimère 
Smad2/Smad4 qui agit en partenariat avec FA T-1 ainsi que le complexe Smad3/Smad4 qui 
interagit avec AP-1 (Blanchette et al., 2001 b ). De plus, il a été démontré que la voie de 
p42/p44 des MAP kinases coopère avec la voie des Smads dans la cascade menant à 
l'activation de la transcription du gène fur (Blanchette et al., 200la). D'autre part, des 
études du Dre Laprise ont démontré, en 2002, l'implication du facteur GATA-1 dans 
l'augmentation de l'activité du promoteur Pl lors de la différentiation de cellules 
mégakariocytaires (Laprise et al., 2002). Plus récemment, le Dre McMahon a démontré au 
laboratoire l'implication de l'hypoxie dans la régulation de l'expression de la furine 
(McMahon et al., 2005). 
1.2.3 Les inhibiteurs de la furine 
La furine est une cible de choix pour le développement d'inhibiteurs spécifiques, puisqu'elle 
est responsable de la maturation de plusieurs substrats impliqués dans différents processus 
physiologiques et pathologiques. Plusieurs inhibiteurs de la furine sont connus, dont certains 
sont chimiques, d'autres endogènes ou encore issus de la modification de protéines. 
L'une des premières études de purification et de caractérisation de la furine démontrait que 
l'activité de l'enzyme purifiée est complètement inhibée par l'addition de produits chimiques 
tel que l'acide éthylènediamine-tétraacétique (EDTA), l'acide p-
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chloromercuribenzènesulfonique (pCMBS) ainsi que différents métaux lourds dont le HgClz, 
ZnCh, et le CuS04 (Hatsuzawa et al., 1992a). Parmi les inhibiteurs chimiques de synthèse, 
on retrouve le décanoyl-Arg-Val-Lys-Arg-CH2Cl, un inhibiteur capable de former un lien 
covalent avec la furine grâce à la présence d'un site de reconnaissance minimal de la furine 
(Garten et al., 1994; Jean et al., 1995). Bien que relativement puissant, ce peptide inhibe 
également les 6 autres membres de la famille des convertases de proprotéines, ce qui en fait 
un inhibiteur peu spécifique (Jean et al., 1998). 
Certaines protéines cellulaires, dont la serpine (.~erine Q_roteinase .inhibitor) PI8 (protéinase 
inhibitor 8), sont des inhibiteurs endogènes pour plusieurs protéases. Des études portant sur 
les serpines ont permis de mettre en évidence la capacité du PI8 à inhiber des protéases 
humaines tels que la thrombine, la trypsine ainsi que la furine (Dahlen et al., 1998). Cette 
serpine forme un complexe SDS-stable avec le prototype de la famille des convertase grâce à 
la présence de deux sites de reconnaissance de la furine (Dahlen et al., 1998). Cependant, la 
spécificité de cet inhibiteur est plutôt faible, puisqu'il inhibe également d'autres enzymes 
que la furine. 
Tel que mentionné précédemment, il y a clivage du pro-segment lors de la maturation de la 
furine. Ce dernier demeure fixé à la protéine et inhibe l'activité enzymatique lors de son 
transport dans la cellule (Fu et al., 2000). Puisque les segments de chacune des PC ne 
possède que de faible niveau d'homologie (voir figure 1 ), plusieurs équipes de recherche ont 
étudié la spécificité ainsi que la capacité d'inhibition de ces pro-domaines sur leur enzyme 
respective. Les résultats ont démontré que les pro-segements, bien qu'ils soient assez 
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puissants, ne sont pas hautement spécifiques à leur enzyme parentale (Fugere et al., 2002; 
Zhong et al., 1999). 
Au cours des années 90, le groupe de Thomas a généré un inhibiteur protéique spécifique à 
la furine, nommé alpha1-antitrypsine PDX (a1-PDX). Cette molécule est une version 
modifiée de la serpine al-antitrypsine (al-AT) (Anderson et al., 1993; Jean et al., 1998), un 
inhibiteur physiologique de l 'élastase de neutrophiles (Perlmutter and Pierce, 1989). Lors 
d'études réalisées chez un patient atteint d'hémophilie, une forme mutante de l'ai-AT 
endogène a été mise en évidence. Le site de liaison de cette protéine (a1-antitrypsine 
Pittsburg) possédait une mutation des acides nucléiques codant pour la méthionine 358, 
résultant en la production d'une arginine (Ala-Iso-Pro-Met à Ala-Iso-Pro-Arg), ce qui 
éliminait sa capacité à inhiber l'élastase, mais lui conférait une spécificité pour la thrombine 
(Owen et al., 1983). Quelques années plus tard, l'équipe du Dr Thomas a modifié l'al-
antitrypsine Pittsburg par mutagenèse dirigée afin de remplacer l'alanine en P4 par une 
arginine, ce qui a permis d'intégrer à cette molécule un site consensus de reconnaissance 
pour la furine (Arg-Iso-Pro-Arg). Cette nouvelle construction porte le nom d'al-
antitrypsine Portland (a1-PDX) (Anderson et al., 1993). La substitution limitée des acides 
aminés de l'a1-AT a permis à l'a1-PDX de conserver ses propriétés biochimiques des 
serpines (Dufour et al., 1998). Cet inhibiteur de la furine est considéré comme un inhibiteur 
suicide, puisque la liaison de l'al-PDX à la furine forme rapidement un complexe SDS-
stable irréversible et résistant à la chaleur, ce qui inhibe l'activité enzymatique de la furine et 
provoque sa protéolyse (Dufour et al., 1998; Jean et al., 1998). Des études de transfection de 
l'a1-PDX ont permis de mettre en évidence sa localisation intracellulaire. En fait, bien que 
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cet inhibiteur circule dans la voie de sécrétion constitutive, il est localisé majoritairement 
dans le TGN sous une forme de 64 kDa. Toutefois, une forme de 56 kDa a également été 
observée dans les vésicules de sécrétions (Benjannet et al., 1997). Des études in vitro ont 
démontré une grande efficacité et spécificité de cette serpine pour la furine (tableau 2) (Jean 
et al., 1998). 
1.3 Le Cancer 
1.3.1 Progression tumorale 
Le cancer est une pathologie très complexe qui touche environ 170 000 personnes par année 
au Québec et de ce nombre, une personne sur trois y succombera (Société canadienne du 
cancer, 2005). Aujourd'hui, il existe plus de 1 OO types différents de cancer et de sous-types 
de tumeurs qui sont retrouvés chez différents tissus et organes (Hanahan and Weinberg, 
2000). Les routes menant une cellule vers son phénotype transformé peuvent être très 
variées. Il y aurait 6 changements phénotypiques importants caractérisant la croissance 
cellulaire maligne, soit : l'auto-suffisance dans les signaux de croissance, l'insensibilité aux 
inhibiteurs de croissance, l'évasion de la mort programmée (apoptose), un potentiel de 
réplication illimité, l'angiogenèse et la formation de métastases (Hanahan and Weinberg, 
2000). Les altérations génétiques causant ces changements s'accumulent tout au long du 
processus de progression tumorale. 

















Adapté de Jean et al., 1998 
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Premièrement, les cellules normales ont besoin de signaux de croissance pour sortir de leur 
quiescence et proliférer. Il existe 3 moyens menant à une autonomie de ces signaux, soit une 
modification des signaux de croissance provenant de la matrice, soit une altération des 
récepteurs et/ou des médiateurs permettant la détection des signaux, ou encore la 
modification de la signalisation intracellulaire. La plupart des cellules tumorales acquièrent 
la capacité de produire leurs propres signaux de croissance. Par exemple, les glioblastomes 
et les sarcomes produisent du PDGF (glatelet-gerived growth factor) et du TGF-a, ce qui 
leur permet de croître indépendamment de l'environnement cellulaire (Fedi, 1997). De plus, 
les récepteurs de la surface cellulaire qui permettent la transmission du signal à l'intérieur de 
la cellule sont souvent modifiés. Ces récepteurs de facteurs de croissance sont souvent 
surexprimés chez les cellules tumorales et permettent une hyperréactivité aux signaux 
prolifératifs. Certaines altérations structurelles des récepteurs peuvent aussi permettre une 
activation continue de façon indépendante à la liaison avec leur ligand, tel qu'observé dans 
le cas du récepteur tronqué de l'EGF (Fedi, 1997). Toutefois, le mécanisme qui permet 
l'autonomie de croissance cellulaire le plus étudié, est sans aucun doute la modification des 
médiateurs responsables de la transmission du message à l'intérieur de la cellule. Dans 25 % 
des cancers humains, la protéine Ras est altérée. Ceci amène une activation continue de la 
voie de signalisation SOS-Ras-Raf-MAPK qui transmet un message mitogénique à la 
cellule, et ce, sans stimulation des récepteurs en amont de la cascade (Medema and Bos, 
1993). 
Dans les tissus sams, plusieurs signaux anti-prolifératifs sont présents et permettent de 
maintenir la quiescence cellulaire ainsi que l'homéostasie tissulaire. Les cellules tumorales, 
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quant à elles, utilisent des récepteurs non fonctionnels ou tronqués afin de perturber la 
réponse aux signaux extracellulaires qui engendrent la prolifération cellulaire. Ces 
modifications empêchent les cellules d'atteindre un stade de différentiation post-mitotique, 
ne permettant pas la réplication cellulaire (Hanahan and Weinberg, 2000). 
L'expansion incontrôlée des tumeurs n'est pas seulement régie par le taux de croissance 
cellulaire, mais aussi par le taux de mortalité. De ce fait, l'apoptose est la plus grande source 
de mortalité cellulaire d'un tissu. Ce mécanisme de mort programmée est présent chez 
toutes les cellules. La machinerie apoptotique est constituée de deux classes de 
composantes, soit les détecteurs et les effecteurs. Chez les cellules cancéreuses, on peut 
observer des altérations aux deux niveaux. Par exemple, plus de 50% des cancers humains 
possèdent une mutation du gène encodant la protéine suppresseur de tumeur, p53 (Harris, 
1996). Le dérèglement de cette protéine impliquée dans la détection des dommage à I' ADN 
permet aux cellules cancéreuses de transmettre leurs mutations génétiques aux cellules filles, 
ce qui favorise la croissance rapide des tumeurs en diminuant le taux d'apoptose (Symonds 
et al., 1994). 
Contrairement aux cellules normales qui se divisent que de 50 à 70 fois, les cellules 
cancéreuses ont un potentiel de réplication illimité. Cette propriété est due en partie à la 
surexpression des télomérases, des enzymes qui ont pour fonction de maintenir les 
extrémités des chromosomes, les télomères, à une longueur normale (Bryan and Cech, 1999; 
Shay and Bacchetti, 1997). Ainsi, contrairement aux cellules tumorales, les cellules saines 
perdent une partie des télomères à chaque division jusqu'à ce que cette érosion atteigne la 
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partie codante des chromosomes, ce qui freine la prolifération. Cette perte d'information 
génétique explique le nombre limité de divisions possibles chez les cellules saines (Counter 
et al., 1992). 
Malgré toutes ces modifications, les tumeurs ne peuvent croître sans la formation d'un 
réseau sanguin permettant leur approvisionnement en oxygène et en nutriments. La distance 
maximale permettant la diffusion de l'oxygène des capillaires sanguins aux cellules, est 
d'environ 100 µm (Hanahan and Folkman, 1996). La création de ce nouveau système 
vasculaire (angiogenèse) est rendue possible grâce à la prolifération des cellules 
endothéliales, qui est initiée par un déséquilibre entre les facteurs pro et anti-angiogéniques. 
L'augmentation des niveaux de médiateurs de l'angiogenèse a plusieurs origines. Ces 
médiateurs peuvent provenir des cellules tumorales elles-mêmes, des cellules immunitaires 
qui infiltrent la tumeur ou encore des cellules endothéliales situées dans l'environnement de 
la tumeur (Hanahan and Folkman, 1996). De plus, le processus de remodelage de la matrice 
cellulaire, nécessaire à la formation de ces nouveaux vaisseaux, permet la libération de 
facteurs angiogéniques qui y sont stockés. La dégradation de cette dernière permet, entre 
autres, la libération de bFGF, un agent hautement angiogénique (Whitelock et al., 1996). 
Certaines conditions physiologiques, comme le manque d'oxygène (hypoxie), peuvent aussi 
augmenter la production de médiateurs pro-angiogéniques, et ce via le facteur de 
transcription HIF-1 (discuté plus loin) (Forsythe et al., 1996). Le nouveau réseau sanguin, 
en plus de favoriser la croissance des cellules tumorale, participe aussi à leur dissémination 
dans l'organisme et donc à la formation de métastases. L'établissement de cellules 
lt.de3 
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Figure 3. Représentation schématique du processus de progression tumorale. Stades 0-
1, tumeur primaire formée d 'une cellule transformée ayant une autonomie de croissance. 
Stade 2, angiogenèse et sélection de sous-clones métastatiques ayant des capacités invasives. 
Stade 3, intravasation du système lymphatique et sanguin. Stade 4, migration des cellules 
cancéreuses vers des sites distants de la tumeur. Croissance des métastases . 
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tumorales dans des loci distaux de la tumeur principale est responsable d'environ 90% de la 
mortalité due au cancer (Spom, 1996). La migration des cellules tumorales à des sites 
secondaires est orchestrée par un changement d'expression ou de fonctionnalité de plusieurs 
protéines telles que les intégrines et les protéases de la matrice extracellulaires (Caussens 
and Werb, 1996; Giannelli et al., 2002). Les étapes du processus de progression tumorale 
sont illustrées à la figure 3. 
En résumé, à l'image des grandes entreprises, les tumeurs représentent un ensemble 
judicieux de mutations et de processus d'adaptations qui favorisent leur croissance de façon 
optimale. Chacun de ces changements nécessite la participation de plusieurs protéines 
effectrices et régulatrices. C'est donc l'expression et l'activation différentielle de ces 
dernières, modulées par les changements physiologiques et biologiques, qui permettent 
d'établir un micro-environnement pro-tumorigénique. 
1.3.2 Le facteur de transcription HIF-1 
Lors de sa découverte, le HIF-1 fut identifié comme un hétérodimère composé des sous-
unités a et 13, pouvant lier directement l' ADN et ainsi induire l'activité d'une région situé en 
3' du gène de l'érythropoîétine en hypoxie (Semenza, 2002; Wang and Semenza, 1995). Ce 
facteur de transcription, inductible en condition de faibles concentrations d'oxygène, est une 
protéine essentielle à l'adaptation des cellules et des tissus à l'hypoxie. Des expériences ont 
démontré son implication dans la modulation de l'expression génique de plus de 60 gènes 
(figure 4). Cette liste non exhaustive des gènes cibles nous démontre bien l'importance de 
Figure 4. Gènes dont l'activité transcriptionnelle est augmentée par le HIF-1. Plusieurs 
gènes impliqués dans différents processus cellulaires sont augmentés par le HIF-1. IGF-2, 
insulin-like growth factor-2; IGF-BP, protéines liant le IGF; TGF-13, transforming growth 
factor-alpha; TGF-j3, transforming growth factor-beta; VEGF, vascular endothelial growth 
factor; EPO, erythropoietin; NOS-2, nitric oxide synthase-2; LRP-1, LDL-receptor-related 
protein-1; Flt-1, Récepteur du VEGF; PHD, prolyl-hydroxylase domain enzyme; PFKBF3, 
6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase-3; PFK-L, phosphofructokinase-L; 
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ce facteur de transcription dans la modulation de l'expression de facteurs impliqués dans la 
prolifération cellulaire, l'apoptose, l'angiogenèse, le métabolisme du glucose ainsi que dans 
la biologie du cancer (Semenza, 2003). En hypoxie, le HIF-1 lie un motif HRE Œfypoxia-
Responsive J;.lement) présent dans l' ADN de promoteurs de gènes cibles. Ce site est 
caractérisé par la présence d'une séquence consensus RCGTG (où R=A ou G), portant le 
nom de HBS (Hypoxia-Binding .S.equence) (Jiang et al., 1996a). Cependant, des études ont 
démontré que cette séquence minimale n'était pas suffisante à l'induction maximale de 
certains gènes en hypoxie. Des travaux ont permis de trouver dans le promoteur de plusieurs 
de ces gènes un HRE composé d'un HBS et d'un HAS ( HIF-1 Ancillary .S.equence), une 
séquence inversée imparfaite du HBS (CACG/AG/T/C), permettant une meilleur induction 
de l'expression des gènes cibles en hypoxie (Kimura et al., 2001). L'augmentation de 
l'expression d'un gène par le HIF est un processus qui implique plusieurs niveaux de 
régulation dont la stabilisation de la sous-unité a, une hétérodimérisation avec la sous-unité 
rJ, la translocation nucléaire du complexe HIF-1 ainsi que son interaction avec d'autres 
protéines de la machinerie de transcription (Berra et al., 2006). Chaque étape de cette 
régulation du HIF-1 est en lien direct avec sa structure moléculaire primaire. 
1.3.2.1 Structure du HIF-1 
Tel que mentionné précédemment, ce facteur de transcription est un hétérodimère formé 
d'une sous unité a et une rJ, toutes deux exprimées de façon constitutive. Cependant, 




HIF-1a. OH OH OH Pro402 Pross4 AsnsoJ 
bHLH PAS 000 N-TAO C-TAO 
NLS NLS /826a.a. 
Dimérisation et liaison à l'ADN Transactivation et régulation 
HIF-16 
bHLH PAS C-TAO 
NLS 789a.a. 
Adapté de Dery et al. , 2005; Bardos et Ashcroft, 2004 
Figure 5. Domaines protéiques du HIF-la et HIF-lf3. Illustration des domaines 
fonctionnels et de liaisons aux co-facteurs des sous-unités du HIF-1. Les sites de 
phosphorylation (PO), d 'acétylation (CH3) et d'hydroxylation (OH) sont identifiés. bHLH, 
site basique hélice-boucle-hélice; PAS, Per-ARNT-Sim; ODD, domaine de dégradation 
dépendant de l'oxygène, TAD-C et T AD-N, domaine de trans-activation en Cet N-terminal; 
NLS, signal de localisation nucléaire. 
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la stabilité est affectée par la concentration en oxygène. L'activité du HIF-1 est étroitement 
associée à la stabilisation, et donc à la présence du HIF-1 a en hypoxie. Jusqu'à présent, on 
connaît 3 formes de cette protéine chez l'humain (HIF-la, HIF-2a et HIF-3a), qui sont 
transcrites à partir de différent locus (Schofield and Ratcliffe, 2005; Wang et al., 1995). Le 
HIF-la et B sont respectivement constitués de 826 et 789 acides aminés (Wang and 
Semenza, 1995). Chacune possède dans leur moitié N-terminale, un domaine basique 
hélice-boucle-hélice (bHLH) nécessaire à leur liaison à I' ADN ainsi qu'à leur 
hétérodimérisation. De plus, ces deux protéines possèdent un domaine Per/ARNT/Sim 
(PAS) qui participe aussi à ces processus d'interactions (Wang et al., 1995). 
Le HIF-la possède également un domaine riche en Pro-Ser-Thr qui est responsable de sa 
stabilisation en hypoxie. Ce domaine de dégradation dépendant de l'oxygène (ODDD) se 
situe dans la partie C-terminale de la protéine (Huang et al., 1998). De plus, cette portion de 
la protéine contient deux domaines de transactivation (TAD). Ces domaines, dont l'un est 
composé des acides aminés 531-575 (TAD-N) et l'autre des acides aminés 531-575 (TAD-
C), sont responsables de la liaison du HIF-1 à différents coactivateurs tels que le CBP/p300, 
le SRC-1 et le Ref-1/APE (Carrero et al., 2000; Freedman et al., 2002; Gray et al., 2005). 
Ces domaines sont aussi la cible de plusieurs modifications post-traductionnelles 
(acétylation, phosphorylation, hydroxylation) qui modifient l'activité et la stabilité du HIF-
I a (Bruick and McKnight, 2001; Jiang et al., 1997; Pugh et al., 1997; Richard et al., 1999). 
La sous-unité B possède également un domaine T AD, mais ce dernier ne semble pas jouer de 
rôle important dans l'activité du complexe HIF-1 (voir figure 5) (Jiang et al., 1996a). 
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1.3.2.2 Régulation et activation du HIF-1 
La fluctuation des concentrations d'02 dans l'environnement extracellulaire est une 
modification physiologique importante qui nécessite une adaptation cellulaire. Ces 
changements environnementaux initient, via différentes voies de signalisation, une série de 
modifications post-traductionnelles qui régulent la localisation cellulaire, l'interaction 
protéine-protéine, la stabilité, la liaison à I 'ADN et l'activité des facteurs de transcription. 
Une augmentation exponentielle des niveaux de la sous-unité a du HIF-1 est observée au fur 
et à mesure que la concentration d'oxygène cellulaire diminue, aussi bien in vitro qu'in vivo 
(Jiang et al., 1996b; Yu et al., 1998). Cependant, en condition normale d'oxygène, cette 
sous-unité n'est pas détectable (Jewell et al., 2001). La stabilisation du HIF-la permet son 
hétérodimérisation avec le HIF-1 p afin de former un complexe pouvant activer la 
transcription de gènes cibles. Les bases moléculaires de cette régulation englobent une 
hydroxylation dépendante de l'oxygène, une ubiquitination et une dégradation par les 
protéasomes (Semenza, 2002) (Figure 6). 
Tout d'abord, en condition normale d'oxygène, on observe une hydroxylation du HIF-la 
pouvant être effectuée chez l'humain par trois prolylhydroxylases identifiées par les 
acronymes PHDI, PHD2 et PHD3 (Qrolyl hydroxylase gomain enzyme) (Bruick and 
McKnight, 2001; Epstein et al., 2001 ). Bien que cette modification post-traductionnelle est 
bien connue dans la biologie structurelle des tissus, particulièrement au niveau de la 
stabilisation des fibres de collagène, l'hydroxylation du HIF-la est le premier exemple de ce 
processus dans la signalisation cellulaire (Schofield and Ratcliffe, 2005). L'hydroxylation 






Adapté de Dery et al., 2005 
Figure 6. Régulation du HIF-la de façon dépendante de l ' oxygène. En condition 
normale d'oxygène, le HIF-la est hydroxylé (OH) sur les résidus 402, 564 et 803 par la 
PHD2 ainsi que la FIH, puis reconnu et ubiquitiné par le complexe du Von Hippel Lindau 
(VHL) et rapidement dégradé par le protéasome. On observe aussi une acétylation (AC) 
effectuée par l 'ARDl , ce qui augmente l'affinité du HIF-la pour le VHL. De façon 
contraire, en hypoxie, l 'hydroxylation est inhibée, ce qui permet la stabilisation et 
l'accumulation du HIF-1 a. Ce dernier transloque au noyau et s'hétérodimérise avec la sous-
unité p, où ils recrutent les co-activateurs (p300) et modifient l'expression de gènes cibles en 
liant la séquence HRE de Jeurs promoteurs . 
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1 a. Les hydroxy lases du HIF-1 font partie de la superfamille des oxygénases dépendante du 
2-oxoglutarate et du Fe(II), deux facteurs qui agissent respectivement comme co-substrat et 
co-facteur (Hausinger, 2004; Schofield and Zhang, 1999). D'autres facteurs peuvent 
influencer l'activité des PHDs comme l'ascorbate et les réactifs oxygénés (ROS) (Gerald et 
al., 2004). De plus, l'abondance des PHDs peut être régulée par l'œstrogène, le p53 et même 
par le HIF-1, créant ainsi une boucle de rétro-activation négative lors de la réoxygénation 
des cellules (Appelhoff et al., 2004; del Peso et al., 2003; Epstein et al., 2001). 
Suite à l'hydroxylation du HIF-la, son affinité pour le suppresseur de tumeur Von Hippel-
Lindau (VHL) augmente d'au moins trois fois (Schofield and Ratcliffe, 2005). Le VHL fait 
parti d'un complexe d'ubiquitination (VHL-elongineB-elongineC-Cul-Rbx) qui induit 
l'ubiquitination et la dégradation subséquente du HIF-la par les protéasomes (Huang et al., 
1998; Maxwell et al., 1999; Ohh et al., 2000; Pugh et al., 1997). En plus de l'hydroxylation, 
d'autres modifications post-traductionnelles peuvent affecter la stabilité du HIF-la. 
L'acétylation par l'acétyltransférase ARDl de la lysine 532 du domaine ODDD augmente 
grandement la liaison du HIF-1 a au VHL (Jeong et al., 2002). 
La régulation du HIF-1 a s'effectue non seulement au niveau de sa dégradation, mais aussi 
par un mécanisme régulant son interaction avec ses co-facteurs. Cette régulation dépendante 
de l'oxygène implique une autre étape d'hydroxylation, mais cette fois-ci sur un résidu 
asparagine du domaine C-T AD (Lando et al., 2002; Mahon et al., 2001 ). Cette 
hydroxylation est effectuée par le facteur inhibiteur du HIF-1 (FIH) et inhibe l'intéraction du 
HIF-la avec son co-activateur CBP/p300, une histone acétyltransférase (Lando et al., 2002). 
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L'acétylation des histones modifie la structure de la chromatine et permet une meilleure 
activité transcriptionnelle des gènes cibles (Carrozza et al., 2003). 
En conclusion, l'inhibition de l'hydroxylation en hypoxie des résidus prolines prévient une 
association entre le HIF-la et le VHL. Suite à l'accumulation du HIF-la, ce dernier peut 
transloquer au noyau et dimériser avec la sous-unité f3 pour ensuite lier la séquence HRE des 
promoteurs de gènes cibles et ainsi activer leur transcription. 
Toutefois, il est maintenant connu que l'expression et l'activation du HIF-1 peuvent être 
observées en normoxie, en réponse à des facteurs de croissance, des hormones, des cytokines 
ainsi qu'à l'oxyde nitrique (tableau 3) (Feldser et al., 1999; Laughner et al., 2001; Moeller et 
al., 2005; Stiehl et al., 2002; Zhou et al., 2004). Cette régulation du HIF-la semble être une 
réponse spécifique au type cellulaire étudié et n'affecte généralement pas son taux de 
dégradation (Semenza, 2003). L'augmentation de la synthèse d' ARNm et/ou de protéines 
du HIF-la par ces stimuli serait la principale cause de cette régulation positive. Des études 
ont démontré que ce serait, entre autres, la stimulation des récepteurs tyrosine kinase par ces 
facteurs non-hypoxiques, entraînant l'activation de la voie PBK et des MAPK, qui engendre 
une augmentation de la transcription du HIF-1 a (Fukuda et al., 2002; Fukuda et al., 2003; 
Zhong et al., 2000). De plus, l'activité du HIF-a. peut être modulée par une phosphorylation 
directe de la protéine par les MAPK p42/p44 (Richard et al., 1999). 
Tableau III: Régulateurs positifs et négatifs du HIF-la.. 














Hydroxylation du HIF-la, qui lie le VHL 
Lie Je HIF-la hydroxylé, ubiquitination et dégradation 
via Je protéasome 
Hydroxylation d'un résidu asparagine du HIF-la qui 
prévient l'association à p300 
Acétylation d'un résidu lysine du HIF-la qui augmente 
la liaison au VHL 
Inhibe l'intéraction HIF-la et p300 
Effet dominant négatif sur les gènes cibles du HIF-1 
Interagit avec HIF-1 a et diminue sa stabilité et son 
activité transcriptionnelle 
Phosphoryle Je domaine ODDD du HIF-la in vitro 
Une surexpression régule à la baisse le HIF-la 
Lie Je domaine ODDD du HIF-1 a et Je séquestre au 
noyau 
Surexpression de PTEN régule à la baisse le HIF-Ia 











Inhibition de l'hydroxylation du HIF-la, dimérisation 
avec le HIF-1 J3 et transactivation 
Stabilisation du HIF-1 a par les signaux de facteurs de 
croissance 
L'inhibition de cette voie entraîne une régulation à la 
baisse de l'activité transcriptionnelle du HIF-1 
L'inhibition prévient la stabilisation et l'activation du 
HIF-la 
Intéraction directe avec le HIF-la et nécessaire à 
l'activation transcriptionnelle du HIF-1 
Association directe avec HIF-la, et son inhibition 
régule à la baisse le HIF-1 
La concentration de NO détermine son rôle positif 
ou négatif 
Stabilisation du HIF-la 
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1.3.3 Le HIF et la progression tumorale 
L'acquisition de plusieurs altérations génétiques, affectant les oncogènes et les suppresseurs 
de tumeurs, favorise la sélection clonale de cellules ayant un potentiel de croissance et de 
survie élevé. Cette grande prolifération est caractérisée par une augmentation de la 
consommation d'oxygène et de nutriments. Cette surconsommation diminue la quantité 
d'02, la concentration de glucose et rend le pH acide. Tel que mentionné, le HIF-1 est un 
complexe protéique dont les niveaux sont augmentés par l'hypoxie ainsi que par plusieurs 
mutations génétiques présentes au niveau des tumeurs. La surexpression du HIF-1 a été 
observée chez la plupart des tumeurs solides. Cette dernière se situerait de façon particulière 
au niveau des régions hypoxiques caractéristiques des zones péri-nécrotiques (Maxwell et 
al., 2001; Zhong et al., 2001 ). L'expression de ce facteur de transcription permet une 
réponse adaptative à cet environnement hostile en induisant l'expression de gènes favorisant 
l'angiogenèse, la glycolyse et la régulation du pH. De plus, l'inhibition du HIF-1 dans des 
expériences de xénogreffes chez la souris diminue l'angiogenèse et la croissance tumorale, 
démontrant la contribution du HIF-1 dans la progression tumorale (Yeo et al., 2003). 
Dès 1971, Folkman avait proposé que la croissance des tumeurs solides était dépendante de 
l'angiogenèse (Folkman et al., 1971). Le VEGF, une cible du HIF-1, est un facteur clé de 
l'angiogenèse. Il induit la prolifération, la mobilité des cellules endothéliales, ainsi que la 
perméabilité des nouveaux vaisseaux (Forsythe et al., 1996; Liu et al., 1997b; Roberts and 
Palade, 1997). En plus du VEGF, le HIF-1 participe au processus d'angiogenèse en 
modulant l'expression du récepteur du VEGF (Flt-1) et de la synthétase de l'oxyde nitrique 
(Melillo et al., 1995; Tu der et al., 1995). 
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L'hypoxie intra-tumorale demande une adaptation métabolique des cellules cancéreuses. 
Celles-ci doivent effectuer une transition de la voie oxidative vers la voie glycolytique. Par 
ailleurs, on retrouve la séquence HRE dans le promoteur de plusieurs gènes impliqués dans 
la glycolyse (Semenza, 2000). Des études ont démontrées que l'expression de plus de 13 
gènes codant pour des transporteurs de glucose et d'enzymes glycolytiques est diminuée 
chez des cellules souches d'embryons de souris déficientes pour le HIF-la (Iyer et al., 
1998). L'augmentation de l'apport de glucose via l'établissement d'un nouveau réseau 
sanguin, ainsi que l'augmentation des enzymes glycolytiques en hypoxie, favorise la 
production cellulaire d' ATP par la glycolyse. Ce phénomène permet donc, en absence 
d'oxygène, de compenser l'arrêt du transport des électrons impliqués dans la respiration 
mitochondriale (Maxwell, 2005). Cependant, la grande production de lactate résultant de la 
glycolyse génère un microenvironnement tumoral caractérisé par un pH très acide (Kung et 
al., 2000). L'homéostasie du pH de la tumeur est assurée par des mécanismes d'extrusion 
des protons effectués, entre autres, par l 'anhydrase carbonique 9 et 12. De façon 
intéressante, ces dernières ont récemment été identifiées comme une nouvelle classe de 
protéines pouvant être modulées par le HIF-1 (Ivanov et al., 1998; Wykoff et al., 2000). 
Les tumeurs nécessitent un remodelage de la matrice extracellulaire, tout au long des étapes 
la progression tumorale, afin de permettre aux processus d'angiogenèse et d'invasion 
cellulaire d'avoir lieu. Ainsi, l'expression des protéines telles que la métalloprotéinase de la 
matrice de type 2 (MMP-2), le collagène de type V, la fibronectine ainsi que les kératines 14, 
18 et 19 est régulée par le HIF-1 en hypoxie (Krishnamachary et al., 2003; Wykoff et al., 
2000). 
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Dernièrement, l'analyse de la séquence des promoteurs du gène fur a permis l'identification 
de plusieurs sites potentiels de liaison pour le facteur de transcription inductible en hypoxie, 
le HIF-1. Des essais d'activité de promoteurs, utilisant des constructions plasmidiques 
contenant le gène rapporteur de la luciférase, ont permis de déterminer que le promoteur Pl 
était celui qui est responsable, de façon majoritaire, de l'induction de la furine en hypoxie et 
ce, via le facteur HIF-1. (McMahon et al., 2005). Plusieurs des protéines induites par le 
HIF-1 mentionnées ci-haut, nécessaires à l'adaptation des tumeurs solides à l'hypoxie, sont 
activées par la furine. L'augmentation des niveaux de furine en hypoxie permet donc la 
maturation de plusieurs protéines impliquées dans différentes situations physiologiques et 
pathologiques, telle que la progression tumorale. 
1.3.4 Rôles physiologiques et pathologiques de la furine 
Depuis sa découverte, il a été démontré que l'activité enzymatique de la furine est 
responsable de l'activation et de la disponibilité d'un grand nombre de protéines ayant des 
rôles importants dans plusieurs phénomènes physiologiques et pathologiques. Parmi les 
substrats de la furine, on retrouve entre autres des molécules telles que des facteurs de 
croissance, des hormones, des récepteurs de la surface cellulaire ainsi que des protéines de la 
matrice extracellulaire. De plus, des protéines provenant d'organismes bactériens telles que 
certaines toxines ou protéines d'enveloppes virales ont été identifiées en tant que substrats de 
la furine (tableau 1). La maturation de plusieurs de ces protéines s'effectue grâce à la 
présence d'un site consensus de reconnaissance optimale de la furine (-Arg-X-Lys/Arg-
Arg..J,-) où X représente n'importe quel acide aminé (Hosaka et al., 1991). Le site consensus 
de reconnaissance de la furine à été mis en évidence pour la première fois en 1986 par 
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l'identification d'une mutation naturelle d'une Arg pour un Gin dans le site de liaison de la 
furine du facteur IX. Cette mutation provoque une hémophilie induite par une déficience 
dans le clivage de ce facteur par la furine (Bentley et al., 1986). La furine peut aussi cliver 
un site de reconnaissance minimal Arg-X-X-Argt, cependant avec une moins grande 
efficacité (Hatsuzawa et al., l 992a; Molloy et al., 1992). La présence de ce site minimal 
augmente grandement l'éventail de substrats pouvant être clivés par la furine. L'importance 
physiologique de la furine a aussi été démontrée chez un modèle de souris homozygotes 
déficientes pour le gène fur. Ces souris présentent des défauts de croissance à partir du jour 
8-8.5 et meurent au jour 11-12 du développement embryonnaire (Roebroek et al., 1998). Par 
contre, une étude récente démontre qu'une inhibition ciblée de la furine dans le foie de 
souris adulte ne serait pas suffisante à la modification morphologique ou fonctionnelle de 
l'organe (Roebroek et al., 2004). Présentement, puisqu'il y a peu d'études in vivo qui 
démontrent l'implication directe de la furine dans les processus physiologiques, des études 
supplémentaires seraient nécessaires afin d'élucider son rôle spacio-temporel précis. 
En plus de son rôle physiologique, plusieurs études ont démontrées l'implication in vitro et 
in vivo de la furine dans des processus pathologiques. Par exemple, il est connu que la furine 
est impliquée dans l'activation de protéines virales telles que la glycoprotéine 160 (gpl60) 
du HIV-1 ou la glycoprotéine B du cytomégalovirus (Jean et al., 2000; Moulard and 
Decroly, 2000). De plus, la furine est impliquée dans la pathogénécité bactérienne en 
activant certaines toxines dont celle de l'anthrax (Gordon et al., 1995). 
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1.3.5 La furine et la progression tumorale 
Depuis quelques années, l'intérêt pour la furine dans le processus de progression tumorale 
est croissant. Dans les tissus normaux, la furine est détectable à de très faibles niveaux, 
tandis que chez plusieurs cancers, on observe une surexpression de cette dernière qui est 
associée avec le niveau d'agressivité des tumeurs (Bassi et al., 200lb; Cheng et al., 1997). 
En plus d'être associée avec un mauvais pronostique dans certains cancers, l'importance de 
la surexpression de cette enzyme dans la progression tumorale a aussi été démontrée dans 
des modèles de xénogreffes chez des souris immunodéficientes scid. Ainsi, l'expression de 
l'inhibiteur de la furine a.1-antitrypsine PDX, par les cellules tumorales humaine HT29 et 
SCC9/12/15, diminue l'incidence et la croissance des tumeurs formées chez ces souris 
(Bassi et al., 200la; Khatib et al., 2001). Tout porte donc à croire que Je rôle de la furine 
dans le cancer provient de sa capacité à cliver et activer plusieurs substrats impliqués dans ce 
processus complexe qu'est la progression tumorale. 
1.3.8 Substrats de la furine impliqués dans la progression tumorale 
1.3.8.1 Les métalloprotéinases 
Les métalloprotéinases (MMPs) sont une famille importante de protéinases dépendantes du 
calcium et du zinc qui dégradent divers éléments de la matrice et activent certaines enzymes. 
Jusqu'à aujourd'hui, 28 MMPs ont été identifiées, dont 21 chez l'humain (Egeblad and 
Werb, 2002). 
La plupart des MMPs sont synthétisées sous la forme de préproenzymes et sont sécrétées 
sous la forme de proenzymes. Ces protéines sont maintenues sous leur forme inactive dans 
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le cytoplasme grâce à l'interaction d'une cystéine de la pro-région avec un ion zinc lié au 
domaine catalytique (Springman et al., 1990). L'activation de ces MMPs s'effectue par un 
clivage de la pro-région par une protéase de type sérine ou par une autre métalloprotéinase 
activée (Nagase and Woessner, 1999). L'activité des MMPs peut être régulée par des 
inhibiteurs endogènes incluant les TIMPs, l'a2-macroglobuline et la glycoprotéine 
membranaire RECK (Baker et al., 2002; Takahashi et al., 1998; Troeberg et al., 2002). 
1.3.8.1.1 MTl-MMP 
La première métalloprotéinase abordée dans ce mémoire diffère des autres enzymes de cette 
famille puisqu'elle reste à la membrane plasmique. Il s'agit de la MTI-MMP (Membrane 
type 1 Matrix Metalloproteinase) ou MMP-14. Elle fait partie d'un sous-groupe de MMPs 
comportant 6 membres, les MT-MMPs, qui possède un domaine transmembranaire (Takino 
et al., 1995b). La MTI-MMP possède en C-terminal de son propeptide, une séquence de 
reconnaissance pour la furine (Arg-Arg-Lys-Arg111), permettant à cette dernière de cliver la 
molécule afin de la rendre active (Yana and Weiss, 2000). Des expériences in vitro ont 
démontré que la furine est responsable de ce clivage, libérant une forme mature et active de 
60 KDa (Pei and Weiss, 1996; Sato et al., l 996a). Cependant, certaines études ont démontré 
que cette activation par la furine n'est pas essentielle à l'activité de la MTl-MMP et que son 
activation peut donc être effectué de façon indépendante de l'activité furine, et ce en 
fonction du type cellulaire étudié (Sato et al., 1999). Au niveau structurel, la MTI-MMP 
possède un peptide signal, un pro-domaine ayant une séquence hautement conservée 
PRCGXPD qui permet la stabilisation de la protéine précurseure, et un domaine catalytique 
liant le calcium et le zinc (voir figure 7). De plus, elle possède une région charnière qui relie 
Figure 7. Structure et modèle d'activation de la pro-MMP-2 par la MTl-MMP. 
(A) Représentation schématique de la MTl-MMP ainsi que de la MMP-2. Pré, peptide 
signal; Pro, pro-peptide; Fur, site de reconnaissance pour une sérine protéase de type furine; 
Zn, site de liaison au zinc; TM, domaine trans-membranaire; Cy, queue cytoplasmique. (B) 
Modèle d'activation de la pro-MMP-2 par la MTI-MMP. (1) La pro-MTI-MMP peut être 
activée à l'intérieur de la cellule par la furine ou par la plasmine dans le milieu 
extracellulaire. (2) TIMP-2 , une molécule adaptatrice, forme un pont entre la MTI-MMP et 
une MMP-2. Par la suite, une MTl-MMP libre et adjacente clive une partie du pro-domaine 
de la MMP-2 amène la formation d'une structure intermédiaire. (3) Un clivage auto-















Adapté de Sounni et al. , 2003 
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la région hémopexine au domaine catalytique qui influencerait sa spécificité pour ses 
substrats (Birkedal-Hansen et al., 1993; Woessner, 1991). 
Une fois activée, la MTI-MMP peut cliver plusieurs composantes de la matrice 
extracellulaire (MEC) tels que le collagène de type 1, II et III, la fibronectine, la vitronectine, 
le protéoglycan et la gélatine ( d'Ortho et al., 1997; Ohuchi et al., 1997; Pei and Weiss, 1996). 
De plus, elle peut activer deux autres MMPs, soit la MMP-2 et la MMP-13 , par un 
mécanisme qui sera discuté plus loin (Cowell et al., 1998; Knauper et al., 1996; Sato et al., 
1996b ). Le type de substrats clivés par cette enzyme lui confère un rôle essentiel dans le 
remodelage des tissus squelettiques et des tissus conjonctifs extra-squelettiques (Holmbeck 
et al., 1999). 
En plus d'être nécessaire à l'homéostasie des tissus en conditions physiologiques normales, 
la MTl-MMP est grandement impliquée au niveau des processus de la progression tumorale. 
La dégradation de la MEC par la MTI-MMP permet la migration de cellules endothéliales, 
mais aussi une augmentation de la capacité invasive des cellules tumorales, de la formation 
des métastases et du processus angiogénique (Egeblad and Werb, 2002; McCawley and 
Matrisian, 2000). De plus, des études de xénogreffes chez la souris ont démontré qu'une 
inhibition de la furine par l'al-AT-PDX, chez les cellules d'adénocarcinomes de colon HT-
29, diminuait la capacité invasive des tumeurs formées par ces cellules chez des souris 




La deuxième métalloprotéinase abordée dans ce mémoire est la MMP-2 ou gélatinase A. 
Cette dernière n'est pas activée de façon directe par la furine, mais plutôt via un clivage 
réalisé par une autre MMP, soit la MTl-MMP. Cette activation nécessite la participation 
d'un inhibiteur des métalloprotéinases, le TIMP-2 (Strongin et al., 1995). Tel qu'illustré à la 
figure 7, cette activation s'effectue au niveau de la membrane plasmique et débute par la 
liaison de la partie N-terminale du TIMP-2 au site actif de la MTI-MMP. Par la suite, le 
domaine C-terminal de TIMP-2 lie le domaine hémopexine de la pro-MMP-2. Ce complexe 
permet le recrutement d'une autre MTI-MMP libre et adjacente qui clivera la pro-MMP-2 
entre l'asparagine 37 et la leucine 38 (ltoh et al., 2001; Lehti et al., 2002). À la suite de ce 
clivage qui génère une forme intermédiaire, l'obtention de la forme active s'effectue par un 
processus autocatalytique intramoléculaire ou via l'action du système 
plasminogène/plasmine (Atkinson et al., 1995; Baramova et al., 1997; Sounni et al., 2002). 
Toutefois, il a aussi été démontré que les MT-MMP-2, 3, 5 et 6 peuvent également activer la 
pro-MMP-2 (Kolkenbrock et al., 1997; Llano et al., 1999; Takino et al., l 995a; Velasco et 
al., 2000). 
L'implication de la MMP-2 dans la progression tumorale est bien connue. Initialement, la 
localisation de la MMP-2 à la surface de la membrane plasmique a été démontrée chez des 
cellules cancéreuses humaines du pancréas (Zucker et al., 1990). Cette dernière peut 
dégrader une grande variété de composantes de la matrice extracellulaire telles que le 
collagène de type 1, IV, V, VII, XI, le collagène dénaturé, l'élastine, le protéoglycan, la 
laminine et la fibronectine (Matrisian, 1992; Stetler-Stevenson et al., 1993; Woessner, 1991; 
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Zucker et al., 1990). La synergie qui existe entre l'expression de la MTl-MMP et 
l'activation de la MMP-2 est importante pour la migration des cellules tumorales à travers la 
membrane basale (collagène de type IV) et le stroma (collagène de type 1) des vaisseaux 
sanguins (Seiki and Yana, 2003). L'apport de la relation étroite entre ces 2 MMPs afin de 
favoriser le remodelage de la MEC est observée chez plusieurs types de tumeurs, incluant 
celles du poumon (Sato et al., 1994 ), du système gastrique (Nomura et al., 1995), du colon 
(Ohtani et al., 1996), du foie (Imamura et al., 1998) et du sein (Ueno et al., 1997). En plus 
de son importance dans l'expansion tumorale, la dégradation de la MEC est une étape 
indispensable à l'angiogenèse et à la formation de métastases. 
Plusieurs équipes de recherche ont lié l'augmentation de la MMP-2 avec le potentiel 
métastatique des tumeurs. En fait, la dégradation du collagène de type IV (le substrat 
principal de la MMP-2), l'une des composantes majeures de la membrane basale des 
vaisseaux sanguins, favorise la formation de brèches qui permettent l'évasion des cellules 
cancéreuses de la masse tumorale primaire (Hofmann et al., 1999; Mercier and Ekindjian, 
1990). 
1.3.8.2 l,'l{;F'-1 
La famille des facteurs de croissance qui ressemblent à l'insuline (IGF) possède deux 
membres, soit l'IGF-1 et l'IGF-11. Ces facteurs sont des polypeptides d'environs 70 acides 
aminés exprimés de façon ubiquistes et possédant une homologie avec l'insuline (Froesch 
and Zapf, 1985). Ces derniers, quoique similaires à l'insuline, lient des récepteurs qui leur 
sont spécifiques. Le récepteur de l'IGF-1 (IGF-lR) est un hétérotétramère composé de deux 
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sous-unitées a et de deux sous-unitées f3, liées par des ponts disulfures (Bhaumick et al., 
1981; Chemausek et al., 1981; Jacobs et al., 1983; Nissley and Rechler, 1984). Malgré leurs 
similitudes, les récepteurs de l'insuline et ceux de l'IGF jouent des rôles distincts dans le 
développement et la biologie cellulaire. L'IGF semble avoir un rôle au niveau de la 
croissance cellulaire, tandis que l'insuline joue un rôle clé au niveau du métabolisme 
nutritionnel. Il a été démontré chez un modèle de souris que la déficience en récepteur de 
l'IGF-1 engendre un retard de croissance important ainsi qu'une mort post-natale rapide, et 
ce probablement à la suite d'une déficience respiratoire (Liu et al., 1993). 
Tel que montré au tableau 1, le pro-récepteur de l'IGF-1 nécessite un clivage 
endoprotéolytique par une convertase de proprotéines afin d'acquérir sa maturité. La co-
expression du IGF-lR et de certaines convertases (PC5A, PC7 et PACE4) chez des 
adénocarcinomes de colon LOVO (déficiente en furine), a démontré que le récepteur à l'IGF 
peut être maturé par la furine et la PC5A, deux locataires du TGN. De plus, l'expression du 
PDX inhibe la maturation de ce récepteur chez les cellules cancéreuses humaines HT-29 
(Khatib et al., 2001). 
Puisque l'IGF-1 est responsable de certains effets mitogéniques, il était logique de prédire 
que l'expression de son récepteur serait modulée dans les tumeurs. D'ailleurs, plusieurs 
cancers, dont celui du poumon, démontrent une augmentation des niveaux d'expression des 
récepteurs à l'IGF-1 (Macauly et al., 1988). 
Maturation de facteurs de 
croissance et de récepteurs 
TGF-131 IGF-1 R 
a1-AT-PDX --1 














Figure 8. Impacts proposés de la régulation hypoxique de la furine dans la progression 
tumorale. L'expression de furine en hypoxie est responsable de la maturation d'un éventail 
large de substrats qui peuvent participer aux différents processus impliqués dans la 
progression tumorale. 
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1.4 Objectifs et pertinence de cette recherche 
La progression des cancers fait appel à plusieurs protéines ayant des rôles distincts à toutes 
les étapes de la progression tumorale. La plupart de ces protéines sont synthétisées sous 
forme de zymogènes, c'est-à-dire de protéines non-actives requiérant un clivage afin 
d'atteindre leur forme active. La furine, une endoprotéase de la famille des convertases de 
proprotéines, est responsable de la maturation de plusieurs pro-peptides dont l'implication 
dans la progression tumorale a été démontrée. La surexpression de la furine a été détectée 
chez plusieurs cancers et a été associé à un mauvais pronostique (Bassi et al., 2001 b; Cheng 
et al., 1997). Plus récemment, le Dre. McMahon a démontré l'implication de l'hypoxie dans 
la régulation de la furine. De plus, l'inhibition de cette endoprotéase par l'a1-AT-PDX 
inhibe la croissance de tumeurs chez la souris (Khatib et al., 2001 ). L'objectif de cette 
recherche consiste donc à vérifier l'implication d'une surexpression de la furine en hypoxie 
dans la progression tumorale (figure 8). Pour ce faire, nous avons utilisé une construction 
plasmidique codant pour un inhibiteur de la furine, le PDX, sous le contrôle d'un promoteur 
minimal inductible en hypoxie par le HIF-1. Nous avons tout d'abord vérifié l'impact de 
l'inhibition de la furine en hypoxie sur certains substrats impliqués dans les processus de 
progression tumorale. Par la suite, nous avons regardé les effets produits par l'expression de 
PDX en hypoxie chez un modèle de xénogreffes chez des souris immunodéficientes. Les 
tumeurs obtenues ont été analysées afin de vérifier la présence de zones hypoxiques ainsi 
que de la surexpression de furine dans ces régions. 
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2.0 MATÉRIELS ET MÉTHODES 
2.1 Cultures cellulaires et transfections 
Les cellules dérivées de fibrosarcomes humains HTI080 (ATCC, Manassas, VA) et des 
hépatomes humains HepG2 (ATCC, Manassas, V A) ont été cultivées dans des pétris de 
l Ocm en présence de 5 ml de MEM (Modified Eagle Medium; GIBCO BRL, Burlington, 
ON, CAN) contenant 10% de sérum foetal bovin (FBS; Hyclone, UT, USA) et 0.04 mg/ml 
de gentamicine (SABEX 2002 inc, Qc, CAN). Les cellules ont été incubées à 37°C dans une 
atmosphère normale contenant 5% de C02• Les cellules ont été passées à 80% de 
confluence. 
Lors des expériences de transfections transitoires, les cellules ont été ensemencées à raison 
de 750 000 cellules par pétri de 10 cm (Sarstedt, Qc, CAN). Le jour suivant, les cellules ont 
été transfectées à l'aide du système de transfection FuGENE 6 (ROCHE, Laval, QC, CAN) 
selon un ration 1 :3 (6 µg d' ADN : 18 µI FuGENE). Le lendemain, les cellules ont été 
utilisées pour les expériences. 
Pour les transfections stables, deux jours après la transfection, les cellules ont été divisées 
dans 4 gros pétris de 15 cm (Sarstedt, Qc, CAN) et cultivées en présence de 1200 µg/ml ou 
800 µg/ml d'antibiotique de sélection G418 (GIBCO BRL, Burlington, ON, CAN). La 
sélection clonale a été effectuée 7 à 9 jours après l'ajout de l'antibiotique. Les clones ont été 
cultivés dans les conditions de sélection dans des pétris de volume croissant suivant les 
niveaux de prolifération cellulaire. Pour l'obtention des populations de cellules stables 
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(pool), les cellules ont été transfectées de la même manière; aucune sélection clonale n'a été 
faite et les cellules ont été maintenues dans le milieu de sélection jusqu'à confluence et 
congelées. 
Lors des expériences en hypoxie, les cellules ont été ensemencées à raison de 750 OO cellules 
par pétris de 10 cm (Sarstedt, Qc, CAN). Le jour suivant, trois heures avant l'exposition en 
hypoxie, les cellules ont été lavées avec du PBS et mises en présence de milieu MEM sans 
sérum pour éliminer les effets dus aux facteurs de croissance contenus dans le FBS. Par la 
suite, les cellules ont été incubées pendant différents temps dans une chambre hypoxique à 
flux continu avec un mélange d'air contenant 5% de C02 et 95% d'azote (Praxair, Danbury, 
CT, USA). 
2.2 Immunobuvardage de type Western 
Suite à une exposition en hypoxie (environ 1% d'02) dans une chambre hermétique, les 
cellules ont été lavées avec du PBS froid, pour ensuite être récupérées avec 45 µI de tampon 
de lyse RIPA (150 mM NaCI, 50 mM pH 7.5 Tris-HCL, 1% NP-40, 0.5% Na-Déoxycholate, 
0.1 % SDS, 5mM EDTA et d'un cocktail d'inhibiteurs de protéines "Mini Complete Protease 
Inhibitor Cocktail"; ROCHE, Laval, QC, CAN). Les cellules ont été récupérées et incubées 
30 minutes à 4°C avec rotation. Par la suite, elles ont été centrifugées à 12 OOOg pendant 30 
minutes à 4°C. Les protéines des sumageants ont été dosées par essai colorimétrique dans 
une plaque de 96 puits. ("BCA ™ protein assay kit", PIERCE, Rockford, IL, USA). La 
lecture colorimétrique des échantillons a été réalisée en utilisant un lecteur de plaque 
automatique à 550 nm. (Modèle 3550, BIO-RAD, ON, CAN). La concentration en protéine 
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de chaque échantillon a été calculée en utilisant le logiciel " Microplate Manager® " fourni 
avec l'appareil. Les sumageants ont ensuite été congelés à -20°C pour conservation. Cent µg 
de protéines ont été mélangés avec un tampon d'échantillon 6X (0.375M Tris-HCI pH 6.8, 
12% SOS, 60% glycérol, 0.075% bleu de bromophénol) et migrés sur un gel d'acrylamide 
de 20 cm de longueur. 
Les protéines provenant des lysats cellulaires totaux ont été séparées par électrophorèse sur 
gel de polyacrylamide en conditions réductrices et dénaturantes. Le gel concentrateur était 
composé de 4% de bis-acrylamide (SIGMA) à pH 6,8 tandis que le gel séparateur était de 
7 .5% de bis-acrylamide à pH 8,8. Les protéines ont été dénaturées dans le tampon 
d'échantillon et chauffées à 100°C pendant 5 minutes avant d'être chargées sur le gel. La 
migration a été effectuée à l'aide d'un appareil de migration PROTEIN Il Xi Cel/ (BIO-
RAD, Mississauga, ON, CAN) à 150 volts dans le tampon d'électrophorèse (0.1% SDS, 25 
mM Tris-base, 0.05 M glycine) jusqu'à ce que le front de migration sorte du gel. Par la 
suite, les protéines ont été transférées dans le tampon de transfert (20% v/v méthanol, 25 
mM Tris-base, 0.2 M glycine) sur une membrane PVDF (ROCHE DIAGNOSTICS, QC, 
CAN) pendant 1 heure et 15 minutes à 80 volts (0.4-0.5A). Après le transfert, les 
membranes ont été bloquées durant 30 minutes dans une solution contenant 5% de lait en 
poudre CARNATION® (NESTLÉ, ON, CAN) dans du PBS à pH 7.4. Après le blocage, les 
membranes ont été incubées à 4°C avec agitation durant 16 heures en présence de la solution 
de blocage contenant un anticorps IgG de chèvre anti-a1-Antitrypsine (1 :500; MP 
Biomedicals Inc., Cappel, Ohio, USA) pour l'al-AT-PDX, un IgG de lapin anti-MTl-MMP 
(1 :1000; Research Diagnostics Inc.,NJ, USA) pour MTl-MMP et un IgG de lapin anti-IGF-
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1RJ3 (clone C-20, 1 :250; Santa Cruz Biotechnology Inc, CA, USA) dirigé contre la partie C-
terminale de la chaine J3 du récepteur à l'IGF-1. Suite à cette incubation, les membranes ont 
subi 3 lavages successifs de 10 minutes avec agitation dans une solution de PBS-Tween-20® 
(300µ1 Tween-20® (BIO-RAD) / 500ml de TBS). Les membranes ont ensuite été incubées 
avec l'anticorps secondaire anti-IgG couplé à la peroxidase (anti-chèvre:l/8000; anti-
lapin:l/5000) (AMHERSHAM, ON, CAN), dilué dans la solution de blocage. Suite à une 
incubation de 2 h à la température de la pièce avec agitation, les membranes ont été lavées 
tel que mentionné ci-dessus. Les bandes immunoréactives ont été révélées avec le système 
de révélation ECL (AMHERSHAM, ON, CAN) et exposées sur un film ("Hyperfilm ECL", 
AMERSHAM, ON, CAN). 
Pour les immunobuvardages de type Western des extraits tumoraux, les tumeurs ont été 
broyées dans du tampon RIPA (200 mg de tissus pour 2 ml de tampon) à l'aide d'un 
Polytron (Brinkman instruments, ON, CAN) et vortexées à toutes les 5 minutes pendant 
l'incubation de 30 minutes sur glace. Par la suite, les lysats ont été centrifugés à 12 OOOg 
durant 30 minutes à 4°C. Les surnageants ont été dosés pour leur contenu en protéine et le 
reste du protocole a été appliqué tel que décrit ci-haut. 
2.3 Zymographie 
Quarante huit heures avant l'expérience, les cellules ont été ensemencées à raison de 80 000 
cellules par puits dans une plaque de 24 puits. Vingt quatre heures avant la récolte des 
surnageants, le milieu des puits a été remplacé par 500 µI de MEM sans sérum. Seize heures 
avant la récolte des surnageants, les cellules ont été incubées soit en hypoxie ou en 
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normoxie. Par la suite, les surnageants ont été récoltés et centrifugés 15 minutes à 12 OOOg. 
Quatre-vingts microlitres de surnageant ont été mélangés avec 20 µIde tampon d'échantillon 
(0.5 M Tris-HCI pH 7.4, 10% SDS, 50% glycérol) et incubé 15 minutes à 37°C. Les 
protéines provenant des surnageants ont ensuite été séparées par électrophorèse sur un gel de 
polyacrylamide de 20 cm en condition non-dénaturante. Les gels concentrateurs et 
séparateurs étaient composés respectivement de 4% d'acrylamide (SIGMA) à pH 6,8 et 
7.5% d'acrylamide à pH 8,8 et contenaient 0.1 % de gélatine. La migration a été effectuée à 
l'aide d'un appareil de migration PROTEIN II Xi Cel/ (BIO-RAD, Mississauga, ON, CAN) 
à 100 volts dans le tampon d'électrophorèse (0.1% SDS, 25 mM Tris-base, 0.05 M glycine) 
jusqu'à ce que le marqueur de poids moléculaire sorte du gel. Par la suite, le gel de protéine 
a subi 2 séries de lavage de 15 minutes dans une solution contenant 2.5% de Triton X-1 OO 
(ICN Biomedicals, Germany) dans de l'eau distillée. Le gel a été rincé avec agitation dans 
de l'eau distillée jusqu'à ce qu'il n'y ait plus de bulles provenant du détergent Triton X-100. 
Le gel a été incubé avec agitation durant 16 heures à 37°C dans une solution d'activation 
enzymatique de la gélatinase (50 mM Tris-HCI pH 7.4, 5 mM CaC}z). Après l'incubation, Je 
gel a été coloré 5 à 10 minutes avec une solution aqueuse de bleu de Coomasie (30% 
méthanol, 10% acide acétique glacial, 0.5% bleu de Coomasie). Le gel a par la suite été lavé 
avec agitation dans une solution de décoloration (30% méthanol, 10% acide acétique glacial) 
jusqu'à ce que les bandes de dégradation protéique soient visibles. 
2.4 Modèle d'induction tumorale chez les souris 
Les tumeurs ont été induites chez des souris femelles nues CD 1 nu/nu âgées entre 28 et 42 
jours (Charles River Laboratories, MA, USA). Une semaine avant l'injection des cellules, 
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l'antibiotique garamycine a été enlevé du milieu de culture des cellules HT1080. Quatre 
jours avant l'injection, l'antibiotique de sélection G418 a été enlevé du milieu de culture. Le 
jour de l'injection, les cellules ont été décollées à l'aide d'une solution de trypsine 
(invitrogen, ON, CAN) et centrifugées à 172 g. Les cellules ont été diluées dans du MEM 
sans antibiotique pour atteindre une concentration de 2.5X 106 cellules/1 OO µI. Cent 
microlitres de suspension cellulaire ont par la suite été injectés à l'aide d'une seringue à 
insuline (lcc Insulin Syringue U-100 29Gl/2, Becton Dickinson, NJ, USA) de façon 
intradermique à 4 endroits sur le dos des souris. Les tumeurs ont été mesurées à intervalles 
réguliers à l'aide d'un pied à coulisse (« caliper ») électronique (Mitutoyo Corporation, 
Japan). La longueur et la largeur ont été mesurées et la formule 0.5 x longueur x largeur2 a 
été appliquée pour déterminer le volume en mm3 des tumeurs. Les souris ont été sacrifiées 
lors de l'apparition de zones nécrotiques à la surface de la peau. Afin de détecter les zones 
pauvres en oxygène, une heure avant le sacrifice des souris, 1 OO mg/kg de pimonidazole 
(Hypoxyprobe-1 kit, Chemicon, CA) ont été injectés de façon intraveineuse ou intra 
péritonéale. Par la suite, les souris ont été anesthésiées avec une injection intra-péritonéale 
d'une solution de kétamine/xylasine (87 mg/kg et 13 mg/kg respectivement; Bioniche, ON, 
CAN) et perfusées par gravité via le ventricule gauche avec une solution de PBS ainsi 
qu'avec une solution de 4% paraformaldéhyde pour la fixation des tissus. Par la suite, les 
tumeurs ont été excisées et placées dans une solution de formol 10% durant 24 h. Ces 
tumeurs ont ensuite été enrobées dans de la paraffine et coupées au service de pathologie du 
Centre Hospitalier de l'Université de Sherbrooke (CHUS). 
50 
2.5 Construction des plasmides 
Tous les plasmides utilisés ont été amplifiés dans des bactéries compétentes E.coli DH5a.. 
Suite à la transformation, les bactéries ont été ensemencées sur des pétris de 10 cm de milieu 
Luria-Bertani (LB) contenant 1.5 % d'agar et 60 µg/ml d'ampicilline et incubé à 37°C 
pendant 16 h. Par la suite, une colonie par plasmide a été prélevée et amplifiée dans 150 ml 
de milieu LB contenant 50 µg/ml d'ampicilline pendant 16 h avec agitation. Les plasmides 
ont été purifiés à l'aide d'un système de purification plasmidique ( HiSpeed Plasmid Maxi 
Kit; Quiagen, ON, CAN). 
Toutes les enzymes de restriction utilisées dans les constructions plasmidiques proviennent 
de NEW ENGLAND BIOLAB (ON, CAN) et ont été utilisées selon le protocole de la 
compagnie. Les fragments de digestions ont été séparés par migration sur gel d'agarose 
1.5% dans du TBE 0.5 X (0.045 M Tris-borate, 0.001 M EDTA). Les fragments désirés ont 
ensuite été découpés, extraits du gel et purifiés à l'aide d'un kit de purification (QIAquick 
Gel extraction Kit; Quiagen, ON, CAN) suivant le protocole de la compagnie. La ligation 
des différents fragments d' ADN a été réalisée en ajoutant 1 U de l'enzyme ligase d' ADN T4 
(PROMEGA, Madisson, WI, USA) à une solution contenant 500 ng d' ADN total (ratio 
plasmide:insert de 1 :5) et du tampon ligase (1 X final) fourni avec !'enzyme dans un volume 
final de 10 µ!. La ligation a été effectuée à 25°C pendant 1 h pour les fragments aux 
extrémités cohésives et à 4°C pendant 16 h pour les fragments aux extrémités franches. 
2.6 Construction plasmidique pGL3-6HRE-TK-Luc 
Quatre oligonucléotides, encodant les trois répétitions du HRE de l'érythropoïétine ont été 
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synthétisés (Invitrogen, On, Canada) Les sections soulignées représentent les séquences 
d'ADN provenant du gène de l'EPO contenant les sites HBS (orange) et RAS (bleu) 
constituant les motifs HRE. 
Oligonucléotide 1 






5' -AGCCTTCTGA TCTCGACCT ACCGGCCGTTCGAAGCCCT ACGTGCTGTCTCA 
CACAGCCTGTCTGACCTCTCGACCTACCGG 
Oligonucléotide 4 
3 '-GACT AGAGCTGGATGGCCGGCAAGCTTCGGGATGCACGACAGAGTGTGTC 
GGACAGACTGGAGAGCTGGATGGCCGGCC 
Afin de reconstituer l 'ADN double brin contenant les 3 séquences HRE, les oligonucléotides 
1 et 2 (insert #1), ainsi que 3 et 4 (insert #2), ont été apparié selon un ratio de 1:1 dans de 
l'eau contenant 10% de tampon #3 pour enzyme de restriction de NEW ENGLAND 
BIOLAB (ON, CAN). Les paires d'oligonucléotides ont été chauffées 10 minutes à 94°C 
dans un appareil à PCR (MJ RESEARCH, ON, CAN) et ont été laissées dans l'appareil 
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jusqu'à ce que la température atteigne 25°C. Les tubes ont été laissés à température pièce 
durant 2 heures. Les fragments d' ADN ont été insérés en amont de la séquence 3HRE du 
plasmide pGL3-3HRE-TK-Luc provenant du Dr. Daren Richard (Université Laval, CAN) 
disponible dans le laboratoire, préalablement digéré par Xmal. 
2.7 Construction des plasmides pCDNA3.1-3HRE-PDX et pCDNA3.1-6HRE-PDX 
Les séquences contenants 3 ou 6 répétions du HRE de l'érythropoïétine ainsi que le 
promoteur minimal de la tymidine kinase (TK) du plasmide pGL3-basic-3HRE-TK-Luc et 
du plasmide pGL3-basic-6HRE-TK-Luc, ont été excisées par une double digestion EcoICRI-
HindIII. Cette séquence a été insérée dans le plasmide pcDNA3.l/Myc-HIS (Invitrogen, 
ON, CAN) dans lequel les nucléotides 209-995 contenant le promoteur CMV, ont 
préalablement été délétés par une double digestion Nrul et HindIII. 
Par la suite, le plasmide pBluescript KS(+)/PDX fourni par Jeff Lipps (HEDRAL 
THERAPEUTICS, Portland, OR, USA) a été digéré par une double digestion EcoRI-XhoI 
pour extraire l'al-AT-PDX. Le fragment obtenu a été inséré dans le plasmide 
pcDNA3.l/Myc-HIS (Invitrogen, ON, CAN) préalablement digéré par EcoRI et Xhol, pour 
donner le plasmide pcDNA3.l-PDX, dans lequel l'al-AT-PDX est orienté de façon anti-
sense. La séquence codante du PDX a été extraite de ce nouveau plasmide par une digestion 
HindIII-Xbal, pour être insérée dans les plasmides pcDNA3.l/Myc-HIS-3HRE-TK et 
pcDNA3.l/Myc-HIS-6HRE-TK, digérés par les mêmes enzymes de restrictions. 
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2.8 Essais luciférase 
Les cellules HepG2 ont été ensemencées à raison de 80 000 cellules par puits dans des 
plaques à 6 puits et ont été transfectées avec les plasmides pGL3-3HRE-TK-Luc et pGL3-
6HRE-TK-Luc par la technique de précipitation au CaPÜ4 (Mammalian Cel! Transfection 
Kit; Speciality Media, NJ, USA). Vingt quatre heures après la transfection, les cellules ont 
été incubées pendant 16 h en hypoxie ou en normoxie, dans du milieu sans sérum. Les 
cellules ont par la suite été lysées dans un tampon de lyse à pH 7,8 (25 mM Gly-Gly, 15 mM 
MgS04, 4 mM EGTA, 1% Triton et 2 mM DIT). Les lysats ont été centrifugés et l'activité 
luciférase des surnageants a été quantifiée à l'aide du tampon d'activation de la luciférase 
(25 mM Gly-Gly, 15 mM MgS04, 4 mM EGTA, 15 mM KH2P04 et 5 mM ATP à pH 7,6) et 
d'un luminomètre (Berthold Technology, Allemagne). Le vecteur pGL2 a été utilisé en tant 
que contrôle interne de la transfection. 
2.9 Immunocytochimie et immunohistochimie 
Pour les expériences de marquage in vitro, les cellules ont été ensemencées à raison de 
60 000 cellules par puits dans une plaque à 6 puits, sur des lamelles préalablement déposées 
au fond des puits. Le lendemain, les cellules ont été lavées avec du PBS et mises en 
présence de milieu sans sérum ainsi que de 150 mM de pimonidazole pour les expériences 
portant sur la détection de l'hypoxie. Les cellules ont été cultivées en normoxie ou en 
hypoxie pendant 16 h. Les cellules ont été rincées avec du PBS froid et fixées avec une 
solution 4% de paraformaldéhyde pendant 30 minutes à 4°C. Par la suite, elles ont été 
perméabilisées avec une solution de saponine 2% pendant 30 minutes et les épitopes non 
spécifiques ont été bloqués avec une solution composés de 2% d'albumine de sérum bovin 
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(BSA) et 5% de lait en poudre CARNATION®. Les anticorps primaires dirigés contre la 
furine (PAI-062), le trans-Golgi (TON 46), le pimonidazole (Hypoxyprobe™-1 MAbl) et le 
PDX (anti al-antitrypsine, Cappel) ont été incubés à une dilution de 1 µI dans 200 µI, 1 µI 
dans 2500 µI et 1 µI dans 50 µI respectivement dans la solution de blocage pendant 2 h à la 
température de la pièce. Après avoir lavé les cellules 2 fois durant 10 minutes dans une 
solution PBS-Tween 0.1 %, les cellules ont été incubées 1 h à la température de la pièce avec 
leur anticorps secondaire respectif, soit l'IgG anti-lapin couplé à la rhodamine ou au Cy-2 
pour la furine, l'IgG anti-chèvre couplé à la rhodamine pour le trans-Golgi ainsi que l'IgG 
anti-souris couplé à la rhodamine ou au Cy-2 pour le pimonidazole. Finalement, les cellules 
ont été lavées avec la solution de PBS-Tween et montées sur des lames avec du FluoroGuard 
(Bio-Rad). L'expression et la localisation des différentes protéines marquées ont été 
visualisées à l'aide d'un microscope à fluorescence Axioskop 2 (ZEISS, Allemagne). 
Pour le marquage des coupes de tumeurs, les tissus ont été déparaffinés par 2 bains 
successifs de 5 minutes dans du toluène. Par la suite, ils ont été réhydratées par des 
immersions de 5 minutes dans des bains contenant des solutions de concentrations 
décroissantes d'éthanol (100%, 90%, 70%, 50%, 0%). Les tissus ont été perméabilisés à 
l'aide d'une solution de saponine 2% pendant 30 min à 4°C. Par la suite, les antigènes ont 
été démasqués («antigen retrieval») par une immersion de IO minutes dans une solution de 
EDT A à 0.001 M à 1OO°C, et laissés 10 autres minutes dans la solution, mais sans source de 
chaleur. Le blocage et le marquage avec l'anticorps primaire ont été effectués tel que décrit 
ci-haut. 
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Pour le marquage utilisant des anticorps secondaires couplés à la péroxidase, les lames ont 
été préalablement incubées dans une solution de méthanol contenant 3% d'urée juste avant la 
réhydratation, permettant ainsi d'inhiber l'activité peroxidase endogène des tissus. Le reste 
du protocole est identique et diffère seulement au niveau du substrat utilisé et de la 
coloration. Donc, après avoir incubé les coupes en présence des anticorps secondaires 
couplés à la péroxidase durant 30 minutes à la température de la pièce, les tissus ont été 
colorés à l'aide d'une solution d'hématoxyline (Sigma, ON, CAN) et incubés durant 
quelques secondes en présence du substrat de la péroxidase (DAB; Sigma). Finalement, les 
coupes ont été montées avec du « permount » (Sigma) et visualisées par microscopie. 
2.10 Essais d'invasion 
Des filtres de polycarbonate ayant des pores de 8 µm (13 mm; Osmonics, MA, USA), ont été 
enduit avec 100 µI de collagène de type IV (Sigma; 1 OOµg/ml dans 0.1 % d'acide acétique). 
Les filtres ont été incubés 1 heure à 37 °c et ont été lavées avec de l'eau stérile et laissés 
séchés dans des conditions atmosphériques stériles. L'homogénéité du recouvrement de 
collagène a été vérifiée par une coloration au bleu de Coomassie. 
L'essai de migration a été effectué in vitro dans des chambres de Boyden à 1 'aide des filtres 
décris ci-haut. Les puits du hauts ainsi que les puits du bas des chambres de migration, 
délimités par les filtres de collagènes, contiennent du milieu MEM (Sigma) et 0.01% de 
sérum fœtal bovin (FBS; Hyclone, UT, USA). Dans les puits du haut, 8x 104 cellules ont été 
ensemencées et incubées durant 16 heures à 37°C dans une atmosphère normoxique ou 
hypoxique. Par la suite, les filtres ont été fixés dans une solution de 4% paraformaldéhyde 
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durant 15 minutes, perméabilisées dans du méthanol durant 10 minutes et coloré dans une 
solution 1 % de cristal violet (25% éthanol) durant 10 minutes. Les cellules qui ont atteint 
l'envers des filtres ont été dénombrées à l'aide d'un microscope optique (Micromaster, 
model CK, Fisher Scientific, ON, CAN) à une amplitude de 400X. Dix champs aléatoires 
par filtre ont été comptés. 
3.0 RÉSULTATS 
3.1 Expression de la furine dans les zones hypoxiques tumorales 
3.1.1 Détection de l'hypoxie in vitro et in vivo 
Afin de déterminer l'implication in vivo de l'augmentation de la furine en hypoxie, nous 
avons tout d'abord vérifié s'il y avait une augmentation de l'expression de la furine dans les 
régions hypoxiques des tumeurs. Pour ce faire, nous avions besoin d'un système permettant 
la détection des zones hypoxiques intra-tumorales. Nous avons donc utilisé un marqueur 
chimique, le pimonidazole ( 1-[ (2-hydoxy-3-piperidiny l)propy l]-2-nitorimidazole 
hydrochloride). Cette molécule bioréductrice, utilisée en clinique, est réduite de façon 
biochimique et lie les tissus lorsque la pression d'oxygène est plus faible que JO mm de 
mercure (Gross et al., 1995; Raleigh et al., 2000). Afin de démontrer l'efficacité de ce 
produit, les cellules HTI 080 on été cultivées en hypoxie en présence de pimonidazole. Ces 
cellules, des fibrosarcomes humains isolés en 1948, se répliquent rapidement et sont 
capables de former des xénogreffes chez les souris immunodéficientes (Rasheed et al., 
1974). Ces cellules ont été utilisées à plusieurs reprises dans des expériences portant sur la 






Figure 9. Détection de l'hypoxie chez les cellules HT1080 cultivées in vitro. Les cellules 
HT1080 cultivées sur lames ont été exposées 16 heures en hypoxie ou en normoxie en 
présence de pimonidazole. Analyse immunocytochimique du marquage utilisant un 
anticorps spécifique contre la forme réduite du pimonidazole. CTL, cellules exposées 16 
heures en hypoxie, révélées seulement à l'aide d'un anticorps secondaire. Colonne de 
gauche, marquage vert révélant le pimonidazole ( 40X). Colonne de droite, visible ( 40x). 
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(Cowen et al., 2004; Gupta et al., 2001). De plus, les HT1080 possède une mutation dans le 
codon 61 du gène N-ras, activant de façon endogène la protéine résultante (Bos et al., 1984). 
Cette mutation participe directement au maintient du phénotype transformé de ces cellules et 
altère la production de certaine molécules, telles que la fibronectine et les protéoglycans 
(Chandler and Bourgeois, 1991; Paterson et al., 1987; Timar and Paterson, 1990). Tel que 
démontré à la figure 9, les cellules qui ont été incubées dans une atmosphère pauvre en 
oxygène présentent un marquage immunocytochimique mis en évidence grâce à un anticorps 
spécifique à la forme réduite du pimonidazole. Par ailleurs, ce marquage est absent chez les 
cellules cultivées en normoxie. 
En ce qui attrait à la révélation des zones hypoxiques chez les tumeurs formées chez le 
modèle de xénogreffes, le marqueur d'hypoxie a été injecté de façon l.P. dans l'animale 1 
heure avant son sacrifice afin qu'il puisse circuler dans l'organisme et atteindre les zones 
pauvres en oxygène. Le marquage immunohistochimique des coupes de tumeurs avec 
l'anticorps anti-pimonidazole, a mis en évidence la présence de plusieurs régions hypoxiques 
à l'intérieur des tumeurs (figure 10). Ces régions sont hétérogènes, elles se retrouvent 
majoritairement près des zones nécrotiques et à distance des vaisseaux sanguins. Ceci est en 
lien avec le fait que plus on s'éloigne des vaisseaux sanguins, plus l'apport en oxygène 
diminue, ce qui augmente la réduction du pimonidazole (Rijken et al., 2000). 
3.1.2 Détection de la furine en immunofluorescence in vitro et in vivo 
Afin de visualiser la furine au niveau des coupes de tumeurs, nous avons mis au point le 




Figure 10. Détection des zones hypoxiques tumorales. 
Analyses immunohistochimiques des coupes de tumeurs obtenues au Jour 25 après 
l'injection des populations de HT I 080. Marquage immunohistochi mique à l'aide d'un 
anticorps spécifique à la forme réduite du pimonidazole. CTL, coupes tumorales révélées 
seulement à l'aide d'un anticorps secondaire. Les flèches bleues indiquent les vaisseaux 
sanguins et les étoi les rouges indiquent les zones nécrotiques . 
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discuté auparavant, la furine réside principalement au TGN. Nous avons donc vérifié la 
spécificité du marquage de la furine en utilisant un anticorps contre une protéine résidente du 
TGN, soit la TGN46. Tel qu'observé à la figure 1 IA, les résultats d'immunofluorescence 
nous indiquent que la furine est présente chez les cellules HTI 080 et se situe surtout dans la 
région péri-nuclaire de ces cellules. De plus, son expression colocalise avec le marqueur 
spécifique du TGN. Ce patron d'expression concorde avec les expériences effectuées par 
plusieurs groupes de recherche (Cao et al., 2005; Wang et al., 2004). 
Nous avons par la suite co-localisé la furine et le TGN dans les coupes de tumeurs enrobées 
de paraffine. En général, la furine semble colocaliser avec le TGN des cellules qui 
composent la tumeur. Cependant, il semble y avoir une délocalisation de la furine chez 
certaines cellules (figure 11 C). De façon intéressante, suite à une exposition de 16 heures en 
hypoxie des cellules HTI 080 in vitro, on observe une décompartimentation similaire de la 
furine (figure 12). Celle-ci semble quitter Je TGN pour se diriger vers la membrane 
plasmique. 
Suite à ces résultats, démontrant l'expression de furine chez les tumeurs, nous avons voulu 
mettre en évidence la co-localisation de l'expression de furine ainsi que les régions 
hypoxiques tumorales. Les résultats d'immunofluorescence nous démontrent que 
l'expression de furine corrèle avec la détection de la forme réduite du pimonidazole, donc 
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Figure 11. Localisation intracellulaire de la furine. Analyse de l'expression de la furine 
et de la localisation du réseau du trans-Golgi à l'aide d'anticorps spécifiques à la furine 
(PAI-062, vert) et au TGN (TGN46, rouge). L'ADN présent dans les noyaux cellulaires a 
été marqué au DAPI (bleu). Les cellules HTl 080 cultivées sur lames ont été exposées 
pendant 16 heures à une atmosphère normoxique. A) Cellules révélées seulement à l'aide 
d'un anticorps secondaire. B) Cellules révélées à l'aide des anticorps spécifiques à la furine 
et au TGN. C) Marquage de coupes de tumeurs obtenues 30 jours après l'injection de 
HT1080 de type sauvages. 
Figure 12. Relocalisation de la furine en hypoxie. Analyse de la localisation de la furine à 
l'aide d'anticorps spécifiques à la furine (PAI-062, rouge). L'ADN présent dans les noyaux 
cellulaires a été marqué au DAPI (bleu). Les cellules HTI 080 ont été cultivées sur lames 
pendant 16 heures en présence d'une atmosphère hypoxique ou normoxique. Amplification 
du champ visuel de 1 OOOX. 
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avec les zones hypoxiques (figure 13). Ces résultats indiquent que la furine est exprimée 
dans les régions hypoxiques des tumeurs in vivo. 
Afin de vérifier l'implication de l'expression de furine en hypoxie dans la progression 
tumorale, nous avons produit et utilisé des constructions plasmidiques nous permettant 
d'inhiber spécifiquement la furine dans les régions hypoxiques des tumeurs. Pour ce, nous 
avons utilisé l'a 1-A T PDX (PDX), un inhibiteur de la furine. Certaines équipes ont déjà 
démontré qu'une expression continue de cet inhibiteur, à l'aide d'un promoteur CMV, peut 
diminuer la croissance et l'incidence des tumeurs dans des expériences de xénogreffes chez 
la souris (Bassi et al., 2001 a; Khatib et al., 2001 ). 
3.2 Construction des plasmides encodant l'inhibiteur de la furine (PDX), sous le 
contrôle d'un promoteur régulé en hypoxie 
3.2.1 Construction des amplificateurs 3 et 6HRE 
Depuis quelques années, plusieurs équipes de recherche ont tenté d'exploiter la présence de 
zones hypoxiques intra-tumorales afin d'inhiber la croissance des tumeurs. Pour ce faire, 
certains groupes ont utilisé des constructions plasmidiques codant pour des agents 
chimiothérapeutiques ou pour des protéines virales, dont l'expression est sous Je contrôle 
d'éléments de réponse à l'hypoxie (HRE) reconnues par Je HIF-1. Ces constructions 
permettent une expression de ces protéines directement à l'intérieur des régions hypoxiques 
des tumeurs afin d'induire la mort des cellules cancéreuses (Cowen et al., 2004; Patterson et 
al., 2002; Post and Van Meir, 2003). Nous nous sommes donc inspirés de cette stratégie afin 
d'exprimer l'inhibiteur de la furine, et ce, en utilisant la séquence HRE provenant de la 
Figure 13. Localisation de la furine dans les zones hypoxiques tumorales. 
a) Les noyaux des cellules tumorales ont été colorés avec du DAPI. b) Photo du même 
champ prise dans le visible. Marquage immunohistochimique sur des coupes de tumeurs de 
5µm d'épaisseur à l'aide d'un anticorps spécifique à la furine (c et e) et d'un anticorps 
spécifique à la forme réduite du pimonidazole ( d et t). Les photos des figures a) à d) ont été 
prises sur les mêmes coupes de tumeur. Les flèches indiquent les vaisseaux sanguins, 








région 3' du gène de l'érythropoïétine (EPO) (figure 14A). Cette séquence « enhancer », 
permettant une augmentation de l'activité des promoteurs, a été utilisée avec succès dans 
plusieurs expériences d'induction de diverses protéines en hypoxie (Ruan et al., 1999; Su et 
al., 2002). 
Afin d'exploiter cette stratégie, nous devions premièrement trouvé les conditions optimales 
permettant d'exprimer la protéine d'intérêt, soit Je PDX, en hypoxie, tout en gardant les 
niveaux de production en normoxie à leur plus bas. Pour ce faire, nous avons utilisé un 
plasmide rapporteur disponible dans Je laboratoire, soit Je pGL3-3HRE-Luc, qui contient un 
« enhancer » formés de 3 séquences successives d'une région issue du gène de l'EPO 
contenant un HRE (séquence 3452 à 3501 du gène de l'EPO; Genbank Ml 1319) placé en 
amont d'un promoteur de la tyrosine kinase (TK) (figure 14B). Ce promoteur minimal TK 
est nécessaire à la production de luciférase puisqu'il permet à la machinerie de transcription 
cellulaire de lier la séquence codante. Tel qu'observé à la figure 14C, cette construction 
permet une augmentation de l'expression de la Juciférase en hypoxie, tandis qu'en normoxie, 
l'expression est beaucoup plus faible. À la lumière de ces observations, nous avons évalué 
la possibilité qu'une séquence contenant un nombre plus élevé de répétitions HRE puisse 
augmenter davantage l'activité du promoteur et ainsi engendrer une meilleur p_roduction de 
protéines en hypoxie. Pour ce, des oligonucléotides contenants 3 répétitions de la séquence 
EP03452•3501 ont été synthétisés et les séquences insérées en amont des autres sites de 
reconnaissance du HIF-1 du plasmide pGL3-3HRE-Luc, afin d'obtenir un plasmide 
contenant 6 répétitions de la séquence EP03452-3501 (figure ] 4B). 
Figure 14. Analyse fonctionnelle des constructions HRE. A) Segment d' ADN provenant 
d'un« enhancer » du gène de l'érythopoïétine (EP03452-3501), possédant un site de liaison au 
IBF-1 et utilisé dans les constructions plasmidiques possédant des répétitions de HRE. B) 
Séquences d'ADN des régions promotrices des constructions pGL3-3HRE-TK-Luc ainsi que 
pGL3-6HRE-TK-Luc, obtenues suite à leur séquençage. Les régions en gras représentent la 
séquence d' ADN contenant les répétions de HRE; les fragments soulignés représentent les 
HBS et RAS constituant les HRE; la séquence en mauve représente le promoteur minimal de 
la thymidine kinase. C) Activité luciférase des cellules HepG2 transfectées avec les 
plasmides 3 ou 6HRE-TK-Luc, privées de sérum et stimulées 16 heures en hypoxie (H) ou 
en normoxie (N). Moyennes des résultats de 3 expériences distinctes, en triplicata. 
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Afin de vérifier l'efficacité de ces répétitions, chacun des plasmides (pGL3-3HRE/6HRE-
Luc) ont été transfectés de façon transitoire chez plusieurs types cellulaires, dont des cellules 
d'hépatomes humains (HepG2). Suite à la lyse cellulaire, l'activité luciférase a été évaluée 
en fonction de la concentration d'oxygène à laquelle avait été soumise les cellules. Lors 
d'une exposition de 16 heures en hypoxie, nous remarquons une augmentation de 
l'expression de la luciférase de 8 et 4 fois par rapport à leur contrôle en normoxie, dans les 
cellules transfectées avec les plasmides contenant 3 et 6 répétitions du HRE respectivement 
(figure 14C). Ces niveaux d'induction sont retrouvés dans plusieurs systèmes différents, 
utilisés par d'autres équipes de recherches (Post and Van Meir, 2003; Rapisarda et al., 2002). 
On remarque qu'en normoxie, le pGL3-6HRE-Luc possède une activité basale supérieure à 
celle du pGL3-3HRE-Luc, ce qui diminue l'induction en hypoxie. Cette augmentation de 
l'activité des promoteurs TK en normoxie, soit en conditions où le HIF-1 se retrouve à son 
niveau le plus bas, suggère que la séquence EP03452-3501 utilisée répond à des facteurs de 
transcription autres que le HIF-1. En effet, l'analyse de la séquence EP03452-3501 indique, en 
plus du HRE, la présence de 2 sites consensus HNF-4, un membre de la superfamille des 
récepteurs nucléaires pouvant moduler l'activité de gènes impliqués dans le métabolisme des 
acides aminés et du glucose (Hirota et al., 2005), ainsi qu'un site de liaison aux Smads 
(SBE) (figures 14A). 
Puisque l'augmentation des répétitions HRE semble favoriser l'activation de promoteurs en 
condition normale d'oxygène et que notre objectif est de produire un inhibiteur de la furine 
(PDX) exprimé seulement en hypoxie, nous n'avons pas augmenté le nombre de répétitions 
du site HRE à plus de 6. Même si la séquence 6HRE augmente l'activité du promoteur en 
Figure 15. Représentation schématique des vecteurs pGL3-3HRE-TK-Luc et pGL3-
6HRE-TK-Luc. Illustration des constructions plasmidiques permettant l'expression de la 
luciférase sous le contrôle d'une séquence inductrice («enhancer») régulée en hypoxie, 
constituée de 3 et 6 répétitions du site de liaison au HIF-1 (HRE). 
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présence d'oxygène, cette séquence permet aussi une grande activation du promoteur en 
hypoxie. Nous avons donc poursuivi nos recherches avec les constructions contenant ces 
deux répétitions, soit le 3HRE et le 6HRE (figure 15). 
3.2.2 Construction des plasmides 3 et 6HRE-PDX 
Puisque les essais précédents ont démontré l'efficacité des constructions 3HRE et 6HRE en 
hypoxie, nous avons utilisé celles-ci afin d'exprimer l'al-AT-PDX en conditions réduites 
en oxygène. Les séquences HRE ont été clonées par digestions enzymatiques dans des 
plasmides d'expressions pCDNA3.l, en amont de la séquence du PDX. De plus, afin de 
maintenir des niveaux faibles d'expression de PDX en normoxie, nous avons substitué le 
promoteur CMV du pCDNA3.1 (un promoteur fort), par un promoteur minimal de la 
tyrosine kinase (TK) (figure 16). 
En gmse de contrôle négatif et positif, nous avons utilisé lors de nos expériences, un 
plasmide pCDNA3.l vide ainsi qu'un plasmide exprimant le PDX sous le contrôle du 
promoteur constitutif CMV. 
3.3 Établissement et caractérisation des modèles cellulaires exprimant le PDX 
3.3.1 Caractérisation des cellules exprimant de façon transitoires du PDX 
Afin de vérifier la fonctionnalité des constructions encodant le PDX décrites précédemment, 
nous avons utilisé des cellules de fibrosarcome humain (HTI 080). Suite à la transfection 
transitoire des différents plasmides chez les cellules HTI 080, l'expression de PDX a été 
vérifiée par immunobuvardage de type Western. Les résultats présentés à la figure I 7 A 
Figure 16. Représentation schématique des contructions plasmidiques 3 et 6HRE-PDX. 
Illustration des constructions plasmidiques permettant l'expression du PDX sous le contrôle 
d' «enhancers» de l'EPO régulés en hypoxie, constitués de 3 et 6 répétitions de site de liaison 
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démontrent qu'il y a une augmentation de l'expression de PDX chez les cellules HT1080 
cultivées en hypoxie pendant 16 heures. Cette augmentation est principalement due à la 
stabilisation du HIF-1 a, puisque la co-transfection des cellules avec un vecteur encodant 
pour un dominant négatif du HIF-la (HIF-laDN) diminue en grande partie l'induction 
hypoxique de l'expression de PDX. Ce dominant négatif code pour une protéine tronquée en 
C-terminale pouvant lier la sous-unité f3 du HIF-1 ainsi que l 'ADN. Cependant, ce facteur 
transcription modifié ne possède pas ses deux domaines de trans-activation (TAD) et ne peut 
donc pas activer la transcription des gènes cibles. Ce variant du HIF-1 compétitionne donc 
avec le HIF-la endogène. 
De plus, tel que démontré auparavant, la séquence EP03452-3501 utilisée contenant un site 
HRE, possède un site de liaison pour les Smads (SBE), des facteurs de transcription induits 
par le TGF-f3, qui pourrait possiblement jouer un rôle dans l'augmentation de l'activité du 
promoteur en normoxie et/ou coopérer à la réponse hypoxique. Certaines expériences ont 
déjà démontré qu'il pouvait y avoir activation du gène de l'EPO suite à l'interaction directe 
entre le HIF-Ia, Smad3/4 ainsi que le HNF-4 (Sanchez-Elsner et al., 2004). Nous avons 
donc vérifié l'importance de ce site dans l'activation du promoteur TK en surexprimant le 
Smad7, un inhibiteur spécifique de cette voie. Le Smad7 diminue de façon modérée 
l'induction de PDX en hypoxie, suggérant que la voie des Smads n'est pas impliquée de 
façon majoritaire dans l'augmentation de l'activité du promoteur en hypoxie. Toutefois, 
lorsqu'on le surexprime en combinaison avec le HIF-laDN, on observe une inhibition 
complète de la production de PDX, ce qui indique que les Smads pourrait avoir un rôle dans 
l'activation du promoteur (figure l 7B). Pour terminer, tel que les expériences de luciférase 
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Figure 17. Caractérisation de la production d' al-AT-PDX en hypoxie. Les cellules 
HT 1080 ont été transfectées avec les plasmides 3HRE-PDX ou 6HRE-PDX, privées de 
sérum et cultivées pendant 16 heures en hypoxie (H) ou en normoxie (N). A) La production 
de PDX a été évaluée par immunobuvardage de type Western. Résultat représentatif d ' au 
moins 3 expériences distinctes pour chaque transfection. B) Immunobuvardage de type 
Western de la production de PDX par des cellules transfectées avec ou sans dominant négatif 
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le laissaient présager, nous observons une légère induction de l'expression de PDX en 
normoxie chez les cellules transfectées avec le 6HRE-PDX. du HIF-la et/ou du vecteur 
encodant le Smad7. Résultat représentatif d'au moins 3 expériences distinctes pour chaque 
transfection. 
3.3.2 Caractérisation des clones exprimant de façon stable le PDX 
L'établissement d'un modèle de xénogreffes chez la souris, permettant d'étudier l'impact de 
l'inhibition de la furine en hypoxie sur la croissance des tumeurs solides, nécessite un 
modèle cellulaire pouvant exprimer le PDX de façon stable, et ce, sur une longue période de 
temps. Nous avons donc transfecté des cellules HTI 080 avec les différents plasmides 
codant pour le PDX, soit le 3HRE-PDX, 6HRE-PDX ainsi que le CMV-PDX. Suite à une 
sélection aux antibiotiques, nous avons étudié 3 clones cellulaires (1, 2, 3), et ce par types 
de plasmides transfectés. Par la suite, ces cellules ont été amplifiées dans un milieu 
contenant l'antibiotique de sélection (G418), afin de permettre aux cellules de maintenir les 
plasmides dans le bagage génétique cellulaire lors de leurs divisions. Après quelques 
semaines de culture cellulaire, nous avons caractérisé l'expression du PDX chez tous les 
clones par immunobuvardage de type Western. 
Tel que démontré chez les transfectants transitoires, les résultats présentés en figure I 8A 
indiquent que l'expression de PDX chez les transfectants 3HRE-PDX et 6HRE-PDX stables 
est inductible en hypoxie. Ces derniers produisent des quantités supérieures de PDX en 
hypoxie, mais on décèle toujours la présence de PDX chez les cellules cultivées en 
Figure 18. Caractérisation des clones PDX. Analyse par immunobuvardage de type 
Western des cellules exprimant les constructions encodant le PDX. Les cellules HT1080 
transfectées avec les différents plasmides ont été privées de sérum et cultivées en hypoxie 
pendant 16 heures. A) Niveaux d'expression de PDX. Résultat représentatif de 2 
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normoxie. Toutefois, les niveaux d'expression de PDX diffèrent entre chacun des clones. 
Les clones 3HRE-PDX 1 et 2 ont une bonne induction en hypoxie, mais possèdent des 
niveaux de base plus élevés que le clone 3HRE-PDX 3. Pour ce qui est des clones 
surexprimant le 6HRE-PDX, nous observons une expression de PDX chez les clones 2 et 3, 
mais l'augmentation des niveaux de PDX en hypoxie n'est pas très marquée, puisque les 
niveaux de PDX en normoxie sont relativement élevés. 
Afin de vérifier l'impact du PDX sur les niveaux de maturation des substrats de la furine, 
nous avons par la suite caractérisé l'expression et la maturation de protéines cellulaires en 
fonction de l'oxygène chez les différents clones obtenus. Tout d'abord, nous avons vérifié 
les niveaux d'activation de la MTl-MMP, une métalloprotéinase importante dans la 
progression tumorale. Cette dernière, un substrat de la furine, se retrouve principalement 
sous 2 formes, soit une forme latente de 63 kDa ainsi que sous une forme mature et active de 
60 kDa, lorsqu'elle est clivée par la furine. L'analyse par immunobuvardage de type 
Western des lysats provenant des clones exprimant le PDX, nous démontre que suite à une 
incubation de 16 heures en hypoxie, la maturation de la MTl-MMP est inhibée en absence 
d'oxygène (figure l 8B). Cette diminution de la forme mature de 60 kDa est observable chez 
tous les clones. Cependant, les niveaux d'expression et d'activation de la MTl-MMP 
semblent différer entre les clones surexprimant le même plasmide. 
Tel que discuté en introduction, la chaîne f3 du récepteur de l'IGF-1 (IGF-1Rf3) est 
également une protéine nécessitant un clivage endoprotéolytique par une convertase de 
proprotéines afin d'acquérir son activité. De plus, il a déjà été démontré que la maturation 
de ce récepteur impliqué dans la survie cellulaire, est affectée par les niveaux d'expression 
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du PDX chez les cellules cancéreuses humaines HT-29. Cette protéine est présente sous 
plusieurs formes selon sa localisation cellulaire ainsi que son degré d'activation. Le pro-
IGF-R se retrouve respectivement sous une forme de 200 kDa et 210 kDa dans le réticulum 
endoplasmique ainsi que dans le TGN (Khatib et al., 2002). Lors de son clivage par la 
furine, on observe une forme mature de 1 OOkDa. En fait, la production de PDX en hypoxie 
augmente l'apparition de la pro-forme de 210 kDa du récepteur chez les HT1080 (figure 
18C). Cependant, tel qu'observé pour la MTI-MMP, les niveaux d'expression de l'IGF-
1 R~, ainsi que les niveaux de maturation, diffèrent entre les clones. Chez les clones 3HRE-
PDX 3 ainsi que 6HRE-PDX 2 et 3, aucune pro-forme n'est observable, malgré une 
expression relativement forte de PDX. Cependant, l'inhibition de la maturation du 
récepteur en hypoxie semble toutefois corréler avec les niveaux de PDX exprimé chez les 
clones CTL, CMV-PDX ainsi que 3HRE-PDX 1et2. 
Les résultats obtenus des études de maturation des substrats de la furine démontrent donc 
que la majorité des clones sélectionnés produisent du PDX fonctionnel capable d'inhiber 
l'activité enzymatique de la furine et de diminuer l'activation de ses substrats. Cependant, 
l'activation et l'expression des substrats étudiés varient grandement d'un clone à l'autre. Si 
nous extrapolons cette variation de l'activation protéique à toutes les autres protéines 
cellulaires, il devient difficile de déterminer si l'impact potentiel de l'inhibition de la furine 
en hypoxie sur la progression tumorale chez les souris immunodéficientes, est attribuable 
PDX, ou à des variations protéiques endogènes propres à chaque clone. 
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3.3.3 Caractérisation des populations « Pool » cellulaires, exprimant de façon stable le 
PDX 
Dans les expériences de caractérisation des clones surexprimant le PDX, nous avons 
observé des variations entre ces derniers, au niveau de l'expression des substrats de la furine. 
Ces variations d'expression protéique pourraient compliquer l'interprétation des fluctuations 
observées dans la croissance tumorale dans notre modèle de xénogreffe et c'est pourquoi 
nous avons opté pour une autre stratégie. Au fait, depuis peu, plusieurs équipes de recherche 
favorisent l'utilisation de populations cellulaires hétérogènes et non clonales, exprimant les 
protéines d'intérêt de façon stable. En évitant la sélection clonale, il est possible d'éliminer 
les effets dus à la variation clonale, dont des changements au niveau de l'expression de 
certaines protéines. L'utilisation d'une population stable hétérogène, communément appelé 
«pool », a l'avantage de représenter plus fidèlement les variations phénotypiques d'une 
population cellulaire tumorale. 
Suite à la transfection les cellules HTI 080 avec les constructions plasmidiques 3 et 6HRE-
PDX, ces cellules ont été cultivées dans du milieu de culture contenant deux concentrations 
différentes d'antibiotique de sélection, afin de vérifier si la concentration d'antibiotiques 
peut modifier les niveaux d'expression cellulaire de PDX. Après quelques semaines, 
lorsqu'il n'y avait plus de mortalité due à l'antibiotique, nous avons vérifié l'expression de 
PDX en normoxie et hypoxie dans les populations exprimant les différents plasmides. 
De façon semblable aux clones, nous observons une augmentation de la protéine PDX chez 
les pools cellulaires contenant les plasmides 3HRE-PDX et 6HRE-PDX (figure 19A). La 
Figure 19. Caractérisation des populations cellulaires de HT1080 exprimant de façon 
stable le PDX. Les cellules ont été privées de sérum et exposées en hypoxie pendant 16 
heures. A) Expression de PDX par les populations cellulaires de HTI 080 utilisées pour la 
suite des expérimentations sur la progression tumorale. Résultat représentatif d'au moins 4 
expériences distinctes. B) Expression de PDX selon la concentration d'antibiotique de 
sélection (G418) utilisée, soit 1200 mg/ml ou 800 mg/ml. Résultat représentatif de 2 
expériences distinctes. C) Niveau de maturation de la MTl-MMP. D) Niveau de maturation 
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concentration de 0418 utilisée pour faire la sélection ne semble pas affecter les niveaux 
d'expression de PDX, que ce soit en hypoxie ou en normoxie, puisque les bandes de 
détection du PDX sont identiques (figure l 9B). Nous avons donc continué les expériences 
avec une concentration de 800 mg/ml de 0418. 
Pour ce qui est de l'effet du PDX sur la maturation des substrats de la furine, nous avons 
évalué les niveaux de maturation de la chaîne bêta du récepteur de l'IOF-1 ainsi que la 
maturation de la MTl-MMP dans les nouvelles populations de cellules transfectées avec les 
plasmides codant pour le PDX («pool»). Tel qu'illustré à la figure l 9C, les niveaux de 
maturation de la MTl-MMP corrèlent de façon étroite avec les niveaux d'expression de 
PDX chez les« pool» de cellules. Pour ce qui est de l'IOF-IRl3 (figure 190), il y a une 
augmentation de la pro-forme de l'IOF-1 Rl3 (210 kDa) chez les populations exprimant le 
PDX sous le contrôle de séquences 3 et 6HRE. Ces résultats nous indiquent que 
comparativement aux clones, l'inhibition de la maturation des substrats furine chez les 
« pool » cellulaire exprimant le PDX, coïncide de façon plus étroite avec les niveaux 
d'expression de ce dernier. 
3.3.4 Impact de l'expression hypoxique du PDX sur l'invasion des cellules cancéreuses 
HT1080 
Nous avons observé, lors des expériences précédentes, une variation dans la maturation de 
substrats de la furine chez les cellules exprimant le PDX en hypoxie. Afin de poursuivre la 
caractérisation de ces« pool» cellulaires exprimant du PDX, nous avons tenté d'élucider 
Figure 20. Effets phénotypiques associés à l'inhibition de la furine chez les HT1080. 
A) Les cellules HT1080, exprimant ou non les plasmides encodant le PDX, ont été soumises 
à un essais d'invasion in vitro pendant 16 heures en hypoxie ou en nonnoxie. Résultats 
préléminaire en duplicata. B) La production de MMP-2 dans le surnageant des cellules 
HT1080, exprimant ou non les plasmides encodant le PDX, cultivées en hypoxie ou en 
nonnoxie pendant 16 heures, ont été analysées par zymographie. Le poids moléculaire 
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comment l'expression de PDX induite en hypoxie, pouvait modifier les cellules HTI 080 et 
ainsi provoquer des changements au niveau des processus de progression tumorale. 
Tout d'abord, nous avons vérifié le potentiel invasif des cellules exprimant le PDX. Ce 
phénomène est essentiel à la progression tumorale et nécessite la participation de plusieurs 
protéases tel que la MMP-2, une protéase impliquée dans l'invasion des cellules tumorales et 
dont l'activation est en étroite relation avec l'activité de la MTl-MMP. Les résultats 
préliminaires présentés à la figure 20 indiquent que l'hypoxie augmente le potentiel invasif 
des cellules HTI 080 CTL. Chez les cellules HTI 080 possédant les plasmides 3 et 6HRE-
PDX, nous observons une diminution de l'invasion en hypoxie. Cette diminution de la 
capacité invasive des cellules exprimant le PDX concorde avec les niveaux d'expression de 
l'inhibiteur de la furine en immunobuvardage de type Western (figure l 9A). 
Suite à ces observations, nous avons vérifié les niveaux d'activation de la MMP-2. Un essai 
de dégradation de gélatine (zymographie) a été effectué avec les sumageants des cellules 
HTI 080, exprimant ou non les plasmides encodant le PDX en hypoxie, tel que décrit dans la 
section matériels et méthodes. Après 16h de dégradation, on observe une variation dans les 
niveaux d'activation de la MMP-2 (figure 20B). Dans les puits ayant reçu les sumageants 
des cellules exprimant les plasmides 3 et 6HRE-PDX cultivées en hypoxie, on observe une 
diminution de la bande de dégradation effectué par la forme mature de la MMP-2 (62 kDa), 
nous indiquant une diminution de sa forme active. Nous observons également une 
diminution de la production de la pro-forme à 66 kDa dans ces mêmes puits. La diminution 
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des niveaux protéiques totaux de la MMP-2 pourrait donc modifier, en partie, les niveaux 
d'activité de la forme active. 
3.4 Expérience de xénogreffes chez des souris immunodéficientes 
Afin de vérifier l'impact de la surexpression de furine en hypoxie dans le processus de 
progression tumorale, nous avons mis au point un modèle expérimental d'induction de 
tumeurs chez la souris. Pour ce, nous avons utilisé des souris BALB/c CD 1 nu/nu, âgées 
entre 28 et 42 jours. Ces souris sont immunodéficientes suite à une mutation caractérisées 
par un disfonctionnement de l'épithélium thymique empêchant la maturation des 
lymphocytes T (Charles River Laboratories, MA, USA). Ces souris peuvent recevoir des 
xénogreffes de cellules humaines (HTI 080) sans qu'il y ait de rejet de l'hôte envers la 
greffe. Les souris ont été injectées de façon sous-cutanée avec 2,5x106 cellules 
resuspendues dans du milieu ne contenant ni antibiotique, ni sérum. Tout au long de la 
croissance tumorale, nous avons évalué la progression des tumeurs par la mesure du volume 
des tumeurs qui se sont développées. Étant donné qu'on observe fréquemment de 
l'inflammation spécifique les premiers jours suivant l'injection, les mesures ont été prises à 
partir du 5e jour post-injection. On remarque l'apparition d'une différence significative 
(p<0.05) entre les volumes des tumeurs formées après 25 jours chez les différents groupes de 
souris (figure 21 ). La croissance des cellules utilisées en tant que contrôle négatif 
(transfectées avec le plasmide vide) semble être exponentielle et concorde avec les résultats 
démontrés précédemment dans la littérature (Cowen et al., 2004; Mori et al., 1999). Pour ce 
qui est du contrôle positif, soit les cellules HTI 080 qui expriment le PDX de façon 
constitutive, aucune tumeur n'a progressée après le 1 Oe jour suivant l'inoculation des 
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Figure 21. Expérience de progression tumorale in vivo. Les populations de HTl 080 
(2.5X l 06) ont été injectées de façon sous-cutanée chez des souris femelles âgées de 4 
semaines. Le volume tumoral a été évalué régulièrement selon la formule 
0.5 xlongueurx(largeur)2. Les souris ont été sacrifiées 25 jours après l ' injection. Le test 
statistique d'Anova de gourpe a été uti li sé pour évaluer les différences de croissance. 
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cellules tumorales. Jusqu'au jour 15, les tumeurs formées de cellules CTL, 3 et 6HRE-
PDX, semblent avoir une croissance similaire. Par la suite, on observe une inhibition de la 
croissance des tumeurs formées de cellules exprimant les plasmides 3 et 6HRE-PDX. 
L'expression de PDX dans les tumeurs 6HRE-PDX inhibe de façon significative la 
progression tumorale. Au jour 25, on observe une croissance qui atteint 400 mm3 
comparativement aux tumeurs contrôles (formées de cellules contenant un vecteur vide) qui 
atteignent un sommet de 1000 mm3• Pour ce qui est des tumeurs issues de cellules 
exprimant le plasmide 3HRE-PDX, nous notons une inhibition de la croissance tumorale par 
rapport aux tumeurs contrôles (CTL). Cette inhibition est plus faible que celle observée chez 
les tumeurs composées de cellules exprimant le plasmide 6HRE-PDX, ce qui corrèle avec 
les résultats d'immunobuvardage démontrant une forte expression de PDX ainsi qu'une 
diminution de la maturation des substrats de la furine. Effectivement, les niveaux 
d'expression de PDX sont plus élevés chez les cellules 6HRE-PDX cultivées en hypoxie. 
Ces résultats, suggèrent que la furine, présente dans les zones hypoxiques, joue un rôle 
important dans la croissance tumorale. Ils suggèrent également que la production de PDX à 
l'intérieur de ces zones permet l'inhibition de l'activité furine et la diminution des niveaux 
de maturation de plusieurs substrats dont les rôles ont été démontrés dans la progression 
tumorale. 
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3.4.1 Caractérisation des niveaux de PDX présent à l'intérieur des tumeurs provenant 
des xénogreffes 
Suite à l'excision des tumeurs, nous avons analysé l'expression de PDX exprimé dans les 
tumeurs formées des cellules exprimant les plasmides CTL, 3 et 6HRE-PDX. Nous avons 
donc vérifié si il y avait expression de PDX dans les xénogreffes. Pour ce faire, nous avons 
coupé chaque tumeur en différentes sections, que nous avons homogénéisées et analysées de 
façon indépendante. Ces homogénats ont été migrés sur gels de poly-acrylamide. La 
révélation, à l'aide des anticorps anti-al-antitrypsine, nous permet d'observer une 
modulation des niveaux d'expression du PDX dans les différentes sections de tumeurs, et ce, 
en fonction des vecteurs exprimés dans les cellules constituant ces tumeurs. La variation des 
niveaux de PDX coïncide avec les expériences in vitro effectuées précédemment (figure 
I 9A), qui démontraient une expression de PDX chez les cellules exprimant les vecteurs 3 et 
6xHRE-PDX. Cependant, tel que montré à la figure 22a, certaines sections ne semble pas 
exprimer de PDX. 
Le marquage immunohistochimique des coupes de tumeurs composées de cellules 
possédants les plasmide 3 ou 6HRE-PDX, a mis en évidence, avec l'anticorps anti-al-
antitrypsine (PDX), la présence de PDX à l'intérieur des tumeurs (figure 22b). Cette 
expression se retrouvent majoritairement près des zones nécrotiques et colocalisent avec les 
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Figure 22. Variation de l'expression de PDX dans différentes sections de tumeurs. A) 
Analyse par immunobuvardage de type Western des sections de tumeurs homogénéisées. 
Niveau d'expression de PDX. Chaque puits représente une section d'une même tumeur, 
formée par des cellules exprimant soit le vecteur CTL, le 3HRE-PDX ou le 6HRE-PDX. B) 
Analyses immunohistochimiques des coupes de tumeurs obtenues au jour 25 après 
l' injection des populations de HT1080. Marquage immunohistochimique à l 'aide d'un 
anticorps spécifique à la forme réduite du pimonidazole et au PDX. CTL (étoile rouge), 
coupes tumorales révélées seulement à l' aide d'un anticorps secondaire. 
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4.0 DISCUSSION 
Le grand éventail de substrats pouvant être activés par la furine et ayant des rôles dans 
plusieurs pathologies impliquant la croissance cellulaire et l'inflammation, a incité depuis 
quelques années plusieurs équipes de recherche à porter un intérêt particulier pour la furine 
dans le processus de progression tumorale. Jusqu'à maintenant, plusieurs évidences ont 
démontré l'implication de la furine dans les processus de progression tumorale, autant chez 
l'humain que dans les modèles de xénogreffes chez la souris (Bassi et al., 2000). On 
observe, entre autres, une surexpression de cette protéase chez différents types de cancer et 
son niveau d'expression a été associé avec le niveau d'agressivité des tumeurs (Cheng et al., 
1997). Des expériences où l'on a exprimé de façon ectopique un inhibiteur de la furine, 
l'al-antitrypsine PDX (al-AT-PDX), ont démontré une diminution de l'incidence et de la 
croissance des tumeurs formées chez un modèle de xénogrefffes chez la souris. De plus, 
l'expression d'al-AT-PDX chez différentes cellules cancéreuses telles que des cellules de 
carcinome de colon, de tumeurs de la tête et du cou, a entraîné une inhibition de leur capacité 
invasive (Bassi et al., 2001 a; Khatib et al., 2001 ). Bien que de façon générale les études 
indiquent une action protumorigénique de la furine, une seule étude a démontré que 
l'inhibition de la furine pouvait favoriser le développement de métastases en augmentant la 
capacité de migration et d'invasion des cellules humaines de carcinome de colon HT-29 chez 
un modèle de xénogreffes chez le rat (Nejjari et al., 2004). Ces résultats sont toutefois en 
contradiction avec ceux obtenus par l'équipe du Dr Seidah, qui ont utilisé le même modèle 
cellulaire et qui démontrait une diminution de la capacité invasive des cellules HT-29 
surexprimant l'al-AT-PDX (Khatib et al., 2001). Ces résultats contradictoires pourraient 
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venir du fait que l'équipe de recherche du Dr. Nejjari a utilisé qu'un seul clone dans leurs 
expériences. 11 serait donc possible que les effets observés par cette équipe soient dus à la 
sélection clonale, favorisant de ce fait un phénotype cellulaire possédant des propriétés 
spécifiques et différentes quant à la capacité de migration. Cependant, cette expérience 
pourrait aussi laissé présager un autre rôle différent de la furine dans la progression 
tumorale, plus complexe que celui qui a été proposé jusqu'à maintenant. 
À la lumière de ces observations, la compréhension des mécanismes qui contrôlent 
l'expression physiopathologique de la furine a particulièrement intéressée notre laboratoire. 
Bien que les connaissances sur la régulation du gène fur, qui encode la furine, ne sont encore 
qu'à leur tout premiers balbutiements, il est connu que ce gène est exprimé à des niveaux 
différents selon les types de cellules (Seidah et al., 1994). Cette variation dans les niveaux 
d'expression peut s'expliquer par la présence de 3 promoteurs différents (Pl, PIA et PIB) 
qui codent pour 3 ARNm distincts. Cependant, les ARNm produits par chacun de ces 
promoteurs sont traduits en une seule protéine identique (Ayoubi et al., 1994). Une étude de 
la réponse à l'hypoxie des différents promoteurs de la furine a démontré que le promoteur Pl 
est le plus sensible et qu'il exhibe un site de liaison au HIF-1 (HBS) nécessaire à cette 
réponse (McMahon et al., 2005). Ce facteur de transcription est connu pour son implication 
dans les processus de progression tumorale ainsi que dans l'embryogenèse, via la 
modulation de l'expression de plusieurs gènes (Chenet al., 2001; Maxwell et al., 1997; Ryan 
et al., 1998). Ces résultats représentent les premières évidences démontrant un mécanisme 
pouvant affecter l'expression de la furine dans les cancers. Suite à ces évidences et 
observations et puisque l'hypoxie est une caractéristique commune aux tumeurs solides, 
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nous avons voulu vérifier si la furine était augmentée dans les zones hypoxiques tumorales 
in vivo ainsi que l'implication d'une surexpression hypoxique de la furine sur les processus 
de progression tumorale. 
Depuis peu, certaines équipes de recherche ont tenté d'exploiter et d'atteindre les zones 
hypoxiques des tumeurs afin cibler ces dernières par thérapie génique (Greco et al., 2003). 
L'idée générale étant de se servir de la séquence de reconnaissance pour le HIF-1 (HRE) afin 
d'induire l'expression de la protéine d'intérêt. Cette séquence« enhancer »,permettant une 
augmentation de l'activité des promoteurs par le HIF-1, a été utilisée à plusieurs reprises 
dans des expériences d'induction protéique en hypoxie. Par exemple, cette technique a été 
utilisée afin d'augmenter l'expression de la réductase P450 (P450R) dans les zones 
hypoxiques tumorales, permettant ainsi d'augmenter l'activation de la tirapazamine, un 
médicament chimiothérapeutique qui nécessite une maturation par la P450R (Cowen et al., 
2004). De plus, ce système est utilisé dans les expériences portant sur le traitement des 
maladies des artères coronaires qui provoquent une ischémie du tissu cardiaque. L'objectif 
de cette recherche était d'induire la production de VEGF, un facteur ayant un grand potentiel 
angiogénique, afin de permettre le réapprovisionnement sanguin des zones hypoxiques du 
coeur (Post and Van Meir, 2001; Su et al., 2002). Nous avons donc utilisé cette stratégie 
afin de créer un vecteur répondant à l'hypoxie, en utilisant une séquence provenant de la 
région 3' du gène de l'érythropoïétine (EPO) contenant un site HRE (figure 2b). Cette 
construction plasmidique permettrait donc de produire de façon spécifique l'inhibiteur de la 
furine, l'al-AT-PDX, dans les zones hypoxiques tumorales. Plusieurs évidences ont 
démontré la présence du HIF-1 dans les zones hypoxiques des tumeurs ainsi que son rôle 
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indispensable dans la progression tumorale (Hutchison et al., 2004; Ryan et al., 1998; 
Schindl et al., 2002). Les inhibiteurs de la furine ayant des niveaux de spécificité variable 
ont été rapportés dans la littérature (Section 1.2.3). Cependant, l'inhibiteur le mieux 
caractérisé et le plus utilisé dans les expériences d'inhibition de la furine in vitro ainsi qu'in 
vivo, est sans aucun doute I' a.1-A T-PDX. Cet inhibiteur est un variant de I' alpha-1-
antitrypsine endogène dans lequel deux acides aminés ont été mutés afin de créer un site 
consensus de reconnaissance pour la furine (Arg-Iso-Pro-Arg) (Anderson et al., 1993; 
Dufour et al., 1998; Jean et al., 1998; Khatib et al., 2001 ). De façon générale, la stabilité, la 
spécificité ainsi que l'efficacité de l'a.1-PDX (PDX) démontre bien que cette protéine est un 
choix judicieux afin d'inhiber la furine (tableau 2). Donc, afin d'inhiber spécifiquement la 
furine surexprimée dans les régions hypoxiques tumorales, nous avons utilisé cet inhibiteur 
dans la conception des plasmides 3HRE-PDX ainsi que 6HRE-PDX (figure 11 ). 
Grâce à des essais luciférase, nous avons déterminé le nombre optimal de répétition de la 
séquence contenant le HRE de l'EPO, c'est-à-dire 3 et 6 fois, permettant une induction 
optimale de la protéine d'intérêt en hypoxie tout en gardant une expression de base faible en 
normoxie. Nous avons observé que des constructions contenant 6 répétitions de HRE, 
avaient le potentiel d'augmenter l'activité luciférase en normoxie. Cette augmentation des 
niveaux de bases pourrait s'expliquer par la présence de sites pour d'autres facteurs de 
transcription dans la séquence EP03451 -6-3501 • Tel qu'observé à la figure 14, la séquence 
utilisée contient en plus d'un site HRE, d'autres sites de liaison pour des facteurs de 
transcription pouvant moduler l'activité du promoteur. D'abord, il a un site pour le HNF-4, 
un membre de la superfamille des récepteurs nucléaires pouvant moduler l'activité de gènes 
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impliqués dans le métabolisme des acides aminés et du glucose (Hirota et al., 2005). La 
séquence HRE utilisée possède également un site de liaison au Smads (SBE). Ces facteurs 
de transcriptions font parti de la voie de signalisation du TGF-13 (transforming growth 
factor). Ce dernier est un facteur de croissance ubiquiste essentiel à la régulation de 
plusieurs phénomènes physiologiques tels que la prolifération, la différentiation, la 
migration, la survie, l'angiogenèse et l'immunosurveillance (voir revue (Elliott and Blobe, 
2005). Les nombreuses caractéristiques du TGF-13 lui confèrent un rôle important dans les 
processus de progression tumorale. D'autres expériences ont déjà démontré sont rôle dans 
l'activation du gène de l'EPO, un facteur pro-angiogenique important dans l'adaptation des 
tumeurs au manque d'oxygène, suite à l'interaction directe entre le HIF-la, le Smad3/4 ainsi 
que le HNF-4 (Sanchez-Elsner et al., 2004). De plus, des études effectuées au laboratoire 
par la Dre. McMahon, ont permis d'observer une stabilisation de la sous-unité a du HIF-1 en 
normoxie via l'inhibition des PHD par le TGF-(3(McMahon et al., 2006). Ces évidences nous 
laisse croire que le TGF-13, ainsi que le HIF- J, pourrait être responsables de l'augmentation 
de l'activité du promoteur 6HRE en normoxie. 
Afin de vérifier la fonctionnalité des constructions encodant le PDX, nous avons utilisé des 
cellules de fibrosarcomes humains (HTI 080). Ces cellules ont été utilisées à plusieurs 
reprises dans des expériences portant sur la progression tumorale (Cowen et al., 2004; Gupta 
et al., 2001 ). Les cellules HTl 080 ont été transfectées de façon transitoire avec les 
plasmides 3 et 6HRE-PDX. Nos résultats démontrent que ces cellules expriment du PDX en 
hypoxie. L'expression du PDX est modulée par Je HIF-1, tel que démontré par l'inhibition 
de l'expression de la protéine suite à la transfection d'un dominant négatif du HIF-1 a (figure 
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17). Puisque la séquence contenant les HRE possède également des sites de liaison aux 
Smads, nous avons utilisé un inhibiteur de cette voie, soit le smad7, afin de déterminer 
l'implication des Smads dans la régulation du promoteur. Ce dernier diminue légèrement la 
production de PDX en normoxie et en hypoxie. Ces résultats démontrent donc que la 
production de PDX en normoxie est en partie affectée par les Smads via leurs liaisons à un 
site présent dans la séquence HRE utilisé pour les constructions plasmidiques. Ainsi, 
puisque le TGF-J3 est une cytokine importante du microenvironnement tumoral, qui 
engendre une augmentation de l'activation des Smads en normoxie, il pourrait participer à 
l'activation de nos promoteurs et ainsi induire la production de PDX en normoxie. Dans le 
but de réduire la production de PDX en normoxie, il serait donc pertinent, dans des 
expériences futures, d'éliminer les sites de reconnaissance Smad en utilisant une technique 
de mutagenèse dirigée afin d'éliminer la production de PDX en normoxie. Cette opération 
nous permettrait également d'obtenir un système permettant une expression plus restreinte et 
spécifique du PDX en hypoxie. 
Tout au long des processus de progression tumorale, plusieurs protéines effectrices et 
régulatrices sont nécessaires afin de permettre à la tumeur de s'adapter à son nouvel 
environnement et de continuer sa progression. C'est donc l'expression et l'activation 
différentielle de ces protéines, modulées par les changements physiques et biologiques qui 
permettent d'établir un micro-environnement pro-tumorigénique. Bon nombre de protéines 
impliquées dans les diverses étapes du processus de progression tumorale nécessitent un 
clivage enzymatique afin de devenir active. Depuis sa découverte en 1989 (Fuller et al., 
1989), il a été démontré que l'activité enzymatique de la furine, le prototype de la famille 
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des PC, est responsable de l'activation et de la disponibilité d'un grand nombre de protéines 
ayant des rôles importants dans plusieurs phénomènes physiologiques et pathologiques 
(Bassi et al., 2005; Stawowy and Fleck, 2005; Thomas, 2002). L'implication de la furine 
dans la maturation de plusieurs substrats qui contribuent au potentiel invasif des cellules 
tumorales tels que la MMP-2 et la MTl-MMP, a déjà été démontrée par certains chercheurs 
(Maquoi et al., 1998; McMahon et al., 2003). Afin de vérifier la fonctionnalité de nos 
vecteurs ainsi que l'impact de l'expression du PDX par les cellules HT1080 sur la 
maturation de substrats en hypoxie, nous avons donc vérifié les niveaux de maturation de la 
MTI-MMP suite à l'expression des constructions 3 et 6HRE-PDX. Chez les cellules 
transfectées avec les plasmides PDX, on observe une diminution de la maturation de la 
MTI-MMP en hypoxie, ce qui indique que notre système d'étude est fonctionnel et que Je 
PDX inhibe l'activité de la furine dans notre modèle cellulaire. La surexpression de PDX 
inhibe donc de façon efficace l'activité protéase de la furine en hypoxie, nécessaire à la 
maturation de ses substrats. Cette inhibition pourrait donc compromettre la maturation de 
substrats impliqués dans le processus de progression tumorale. Par exemple, l'augmentation 
des niveaux de furine dans les tumeurs permettrait une augmentation de la MTl-MMP active 
et une meilleure dégradation de la MEC par celle-ci. Par ailleurs, cette activité protéase est 
connue pour augmenter le potentiel invasif des cellules endothéliales et des cellules 
tumorales, augmentant de ce fait l'angiogenèse ainsi que la formation de métastases 
(Egeblad and Werb, 2002; McCawley and Matrisian, 2000; Yana and Weiss, 2000). 
Depuis le début des recherches sur le cancer, plusieurs équipes de recherche ont utilisé des 
modèles de xénogreffes chez la souris afin d'étudier la progression tumorale. L'implantation 
94 
de cellules humaines transformées permet d'étudier l'implication des protéines d'intérêts, 
dans les processus de développement tumorale in vivo. Afin d'étudier l'impact de 
l'inhibition de la furine en hypoxie sur la croissance des tumeurs solides, nous avons 
poursuivi nos recherches en créant un modèle de cellules exprimant de façon stable les 
plasmides 3 et 6 HRE-PDX. L'analyse protéique des différents clones sélectionnés nous a 
cependant quelque peu surpris. L'expression du PDX, comme ont pouvait s'y attendre, était 
plus faible chez les cellules cultivées en condition normoxique, comparativement aux 
cellules exposées à l'hypoxie. Cependant, les niveaux de substrats de la furine que nous 
avons obtenu étaient plutôt intrigants. Bien que les taux d'activation de la MTl-MMP soit 
inhibés par le PDX en absence d'oxygène, on observe des variations au niveau de 
l'expression et de l'activation de la MTl-MMP. Celle-ci diffère entre les clones 
surexprimant le même plasmide. Des variations clonales, au niveau de l'expression de 
d'autres substrats de la furine, sont également observées. Entre autres, la maturation de la 
chaîne J3 du récepteur de l'IGF-1 (IGF-IRJ3) est diminuée en fonction des niveaux 
d'expression du PDX (Khatib et al., 2001). Cependant, les niveaux d'expression et 
d'activation de ce récepteur sont également différents d'un clone à l'autre et ce, à l'intérieur 
d'un groupe de cellules exprimant le même plasmide. Ces changements entre les niveaux 
d'expression de protéines endogènes, ainsi que de leur niveau de maturation, nous a donc 
amener à nous poser des questions sur la pertinence d'utiliser un modèle cellulaire clonale 
pour la suite de nos recherches. En fait, nous craignons que les variations dans les niveaux 
de maturation et d'expression de substrats de la furine observés entre chaque clone 
surexprimant le PDX puissent compliquer l'interprétation des observations faites lors des 
études de xénogreffes. Afin d'éviter ce problème, nous avons opté pour une stratégie 
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utilisant une population cellulaire hétérogène de HT1080 (population non-clonale), 
exprimant les plasmides d'intérêts. Cette technique avait pour but de diminuer les effets dus 
à la variation clonale des niveaux d'expression protéiques et de représenter plus fidèlement 
les caractéristiques phénotypiques d'une population cellulaire tumorale. Cependant, après 
avoir transfecté et sélectionné la population cellulaire exprimant les plasmides encodant Je 
PDX, les résultats d'expression protéiques ont soulevé d'autres questions. En fait, 
l'expression moyenne du PDX est plus faible dans les populations cellulaires (pool) que 
chez nos clones. Cette population de cellules contient des cellules exprimant des niveaux de 
PDX très hétérogènes, dont la plupart sont faibles ou moyens. Puisque la furine est une 
endoprotéase importante pour le maintien de ! 'homéostasie cellulaire, les cellules exprimant 
un haut niveau de l'inhibiteur de la furine sont possiblement désavantagées face aux cellules 
exprimant le PDX de façon plus modérée, ou plus faible. Tel que discuté précédemment, les 
sites HRE présents dans nos constructions 3HRE-PDX et 6HRE-PDX pourraient être 
induits en normoxie par le TGF-13 via les Smads et l'inhibition des PHD. Donc, une 
augmentation du nombre de copies de notre construction exprimant le PDX à l'intérieur des 
cellules, favoriserait l'expression de l'inhibiteur de la furine, et ce, même en normoxie. Ce 
désavantage pourrait favoriser la perte d'expression du PDX ou une division plus lente des 
cellules ayant trop d' ADN codant pour le PDX. Ce phénomène entraînerait donc, à long 
terme, un appauvrissement de notre population en cellules exprimant de hauts niveaux de 
l'inhibiteur de la furine. De manière générale, les pools cellulaires exprimant les différentes 
constructions PDX présentent des niveaux de maturation des substrats de la furine en 
hypoxie diminués et surtout, expriment des niveaux protéiques similaires. Ainsi, ces pools 
cellulaires semblent donc être un meilleur modèle que les clones cellulaires pour nos études. 
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Afin de vérifier les niveaux d'expression dans le temps de la protéine PDX chez les pools 
cellulaires, il pourrait être pertinent de fabriquer un vecteur bi-cistronique exprimant le PDX 
ainsi que la protéine fluorescente verte (GFP) sous le contrôle d'éléments régulables en 
hypoxie (HRE). Cette stratégie a déjà été utilisée par d'autres équipes dans des études 
portant sur l'inhibition de c-jun chez les HTI 080 (Hennigan and Stambrook, 2001 ). Ce 
vecteur nous permettrait, grâce à la visualisation de la GFP dans les tumeurs, de mieux 
visualiser les niveaux d'expression de PDX ainsi que la proportion de cellules HT1080 
exprimant l'inhibiteur de la furine dans les zones hypoxiques tumorales plusieurs jours après 
l'injection des cellules. Bien que notre système ne soit pas transposable à une stratégie de 
thérapie génique chez l'homme, il demeure adéquat pour la poursuite de nos études. 
La poursuite de nos objectifs nous a donc conduit à l'établissement d'un modèle de 
xénogreffe chez la souris. L'injection des populations de cellules HTI 080 transfectées avec 
des vecteurs permettant l'expression de PDX en hypoxie nous a permis de constater 
l'importance du rôle de la surexpression de la furine en hypoxie dans la progression 
tumorale. En effet, les tumeurs des groupes de souris formées par des cellules exprimant les 
vecteurs 3 et 6 HRE-PDX, ont un volume plus petit que les tumeurs contrôles. La croissance 
des tumeurs formées de cellules exprimant de façon constitutive le PDX (CMV-PDX) est 
nulle. Ces résultats nous indiquent donc que l'inhibition de la furine affecte sévèrement la 
croissance tumorale, tels que déjà démontré chez des modèles de xénogreffes, formées à 
partir de plusieurs lignées cellulaires cancéreuses exprimant du PDX (Mercapide et al., 
2002;Bassi et al., 2001a). Lors de ces expériences, les auteurs ont observés une diminution 
du potentiel invasif in vivo des lignées cellulaires cancéreuse du cou et de la tête (HNSCC; 
97 
SCC15, A 253 et Detroit 562) transfectées avec le PDX .. 11 serait intéressant de vérifier si 
à long terme, les tumeurs exprimant du PDX en hypoxie finiraient par se résorber 
totalement. L'inhibition de la maturation de plusieurs substrats de la furine qui sont 
importants au niveau de l'adaptation à l'hypoxie ainsi qu'au développement global de la 
tumeur pourrait entraîner son déclin à long terme. Par exemple, certain substrat de la furine 
tel le TGF-J31, sont des facteurs de croissances important impliqués dans la progression 
tumorale (Derynck et al., 2001). D'autres, tels la MTl-MMP ou le VEGF-C, sont quant à 
eux impliqués au niveau de l'angiogenèse et du remodelage des tissus squelettiques et des 
tissus conjonctifs (Holmbeck et al., 1999; Schoppmann et al., 2006). Leurs actions 
permettent la migration des cellules endothéliales, mais aussi une augmentation de la 
capacité invasive des cellules tumorales, de la formation des métastases et du processus 
angiogénique (Egeblad and Werb, 2002; McCawley and Matrisian, 2000). Par ailleurs, il 
pourrait être pertinent de tester la combinaison de notre système avec des agents anti-
cancéreux (chimiothérapie) afin de voir le potentiel thérapeutique associé au ciblage de la 
furine dans le cancer. Bien que le rôle de la furine dans la progression tumorale a déjà été 
démontré, ces résultats démontrent pour la première fois le rôle spécifique de la furine 
induite en hypoxie dans la progression tumorale in vivo. 
On sait depuis au moins 1 OO ans que les leucocytes font partie intégrante des tumeurs et que 
l'inflammation joue un rôle important dans le développement tumoral (voir revue (Sica et 
al., 2006). Les macrophages associés aux tumeurs (TAM) peuvent représenter jusqu'à 70% 
de la masse d'une tumeur (Kelly et al., 1988). Ces macrophages proviennent des monocytes 
périphériques présents dans le sang et sont recrutés dans la tumeur (Stephens et al., 1978) par 
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différents chimioattractants tels que CCL-2 et RANTES, qui sont produits soit par les 
cellules tumorales ou par les cellules stromales de la tumeur (Azenshtein et al., 2002; Negus 
et al., 1997). En plus des cellules tumorales, les T AM participent activement au 
développement des tumeurs en produisant plusieurs facteurs pro-tumorigéniques. Entre 
autres, l'accumulation de TAM dans les tumeurs a été associée à une augmentation de 
l'angiogenèse via la production de facteurs pro-angiogeniques dont le VEGF et le facteur de 
croissance des cellules endothéliales (Mantovani et al., 2002). Plus récemment, il a été 
proposé que les T AMs, dans le cancer du cerveau, joueraient un rôle important dans la 
formation des vaisseaux lymphatiques via la production de VEGF-C et favoriserait ainsi la 
formation de métastases lymphatiques (Schoppmann et al., 2002). De plus, la production de 
TGF-13 ainsi que d'IL-10 par les TAM contribue à diminuer de façon générale les réponses 
anti-tumorales (Sica et al., 2006). Des études ont démontré que ces macrophages étaient 
présents en grand nombre dans les zones hypoxiques tumorales et pouvaient augmenter 
l'angiogenèse dans les tumeurs du seins, du poumon et de la prostate (Leek et al., 1999; 
Leek et al., 1996; Lissbrant et al., 2000; Takanami et al., 1999). Puisque la furine est 
exprimée par les macrophages, il serait pertinent de vérifier si la furine est augmentée chez 
les macrophages infiltrant les tumeurs, ce qui pourrait contribuer à l'augmentation de la 
furine dans les zones hypoxiques tumorales (Marcinkiewicz et al., 1999). Cette expérience 
pourrait être effectué à l'aide de la technique de PCR en temps réel, puisque la furine 
humaine contenue dans les cellules tumorales humaines de notre modèle, diffère dans sa 
séquence de celle produite par les macrophages infiltrant de la souris. Il serait donc possible 
de synthétiser deux oligonucléotides distincts spécifiques pour la furine humaine ou murine. 
Dans notre modèle de xénogreffes, les macrophages n'expriment pas de PDX et pourraient 
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donc participer à l'activation de substrats de la furine, dont le TGF-f3 et ainsi favoriser la 
croissance tumorale. De plus, tel que montré à la figure 22a, certaines sections des tumeurs 
ne semble pas exprimer de PDX. Les tumeurs étant composées de plusieurs types cellulaires 
non tumoraux, incluant des fibroblastes, des cellules endothéliales ainsi que des leucocytes, 
chaque section d'une même tumeur peut avoir une composition cellulaire distincte (Balkwill 
and Mantovani, 2001; Mantovani et al., 2002). Ces cellules infiltrantes proviennent de 
l'hôte et ne possède donc pas de vecteur exprimant le PDX, ce qui peut faire varier le taux de 
cellules pouvant exprimer le PDX d'une région à l'autre de la tumeur. La présence des 
TAMs est peut-être une des raisons pour laquelle l'expression de PDX ne peut inhiber 
complètement la progression tumorale, puisque seul les cellules injectées expriment cet 
inhibiteur. 
L'hypoxie est une condition physique ayant plusieurs effets au niveau cellulaire. Cette 
condition nécessite une adaptation de la part des cellules afin de maintenir une certaine 
homéostasie. Les techniques actuelles nous permettent de visualiser les zones hypoxiques à 
l'intérieur des tissus sains et pathologiques. La création dans les laboratoires de chimie du 
pimonidazole, une molécule non toxique réduite en hypoxie, a déjà permis à plusieurs 
équipes de visualiser les changements de concentration d'oxygène à l'intérieur des tumeurs 
humaines (Kaanders et al., 2002; Ljungkvist et al., 2000). Ces zones sont situées 
majoritairement dans les régions péri-nécrotiques des tumeurs ainsi que dans les régions 
éloignées du système vasculaire (figure 18). Tel que discuté auparavant, la présence de 
zones hypoxiques à l'intérieur des tumeurs amène la stabilisation du facteur de transcription 
HIF-1. Ce dernier est responsable de l'augmentation de l'expression de plusieurs gènes, 
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dont certains ont un rôle important dans les processus de progression tumorale ainsi que dans 
l'adaptation des cellules face aux nouvelles conditions hostiles du micro-environnement. De 
plus, la contribution de l'hypoxie dans la progression tumorale a été étudiée en utilisant un 
inhibiteur spécifique pour le HIF-1 dans des expériences de xénogreffes chez la souris. Ces 
expériences démontraient une diminution de l'angiogenèse ainsi que de la croissance 
tumorale lorsque le facteur de transcription HIF-1 est inhibé (Chun et al., 2001; Yeo et al., 
2003). Lors de nos expériences de xénogreffes, le marquage à l'aide d'anticorps spécifiques 
à la furine démontre une surexpression de celle-ci dans les régions hypoxiques. Ces régions 
ont été mises en évidence par le pimonidazole, ce qui confirme que la furine est régulée à la 
hausse in vivo dans les régions hypoxiques (figure 20). À la lumière de ces observations, il 
serait intéressant de vérifier si la furine colocalise avec d'autres marqueurs endogènes de 
l'hypoxie. Le HIF-1 a été utilisé durant plusieurs années comme un marqueur endogène 
(Hutchison et al., 2004). Cependant, il n'est stable que pendant une courte période de temps, 
étant dégradé après seulement trois minutes de ré-oxygénation, ce qui complique les 
manipulations des tissus. De plus, Je HIF-1 est connu pour être stabilisé dans certaines 
conditions normoxiques, ce qui amène une grande disparité quant à la localisation stricte du 
HIF-1 à l'intérieur des zones hypoxiques (Janssen et al., 2002). Par ailleurs, les produits de 
certains gènes induits par Je HIF-1, tels que le récepteur Glut-1 ainsi que l'anhydrase 
carbonique 9 (CAIX) sont plus stables et ils colocalisent de façon plus étroite avec les zones 
hypoxiques marquées à l'aide du pimonidazole (Airley et al., 2001; Airley et al., 2003). 
De façon intéressante, dans les étapes de mises au point des techniques de marquages, on a 
pu observer une relocalisation de la furine en hypoxie. Cette dernière semble quitté le TGN 
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pour aller se relocaliser à la membrane plasmique (figure 12). Il a été démontré que 
l'hypoxie a un impact sur la structure cellulaire ainsi que sur le transport intra-cellulaire des 
protéines. Récemment, l'équipe de Yoon a démontré que l'hypoxie augmente le potentiel 
invasif des cellules cancéreuses du sein en modifiant la localisation de l'intégrine a6134. 
Cette dernière quitte les vésicules péri-nucléaires pour se relocaliser à la membrane 
plasmique. Ces recherches ont pu démontrer que la modification du transport cellulaire en 
hypoxie de cette intégrine est effectuée en partie grâce à la modulation de la protéine Rab 11, 
une molécule importante dans le transport vésiculaire des protéines entre le TON et la 
membrane plasmique, ainsi que par la stabilisation du réseau de microtubules (Y oon et al., 
2005). Il serait donc intéressant de vérifier le rôle potentiel de rabl 1 dans la relocalisation 
de la furine en hypoxie. De plus, d'autres protéines sont connues pour participer au transport 
intra-cellulaire de la furine. Tel que discuté dans l'introduction, même si la furine se 
retrouve de façon majoritaire au TON, elle voyage aussi entre ce compartiment et la surface 
cellulaire via la voie des endosomes (Bosshart et al., 1994; Jones et al., 1995; Liu et al., 
l 997a; Molloy et al., 1994; Schafer et al., 1995; Shapiro et al., 1997). La caséine kinase II 
(CKJI), une kinase capable de phosphoryler la furine, est une protéine importante dans le 
déplacement cette dernière vers la membrane (Jones et al., 1995; Molloy et al., 1998). De 
façon intéressante, cette kinase est surexprimée dans les cellules cancéreuses et son 
expression est augmentée en hypoxie. D'ailleurs, il a déjà été démontré que la CKII 
augmente l'activité transcriptionnelle du facteur de transcription HIF-1 (Critchfield et al., 
1997; Mottet et al., 2005). La relocalisation de la furine à la membrane plasmique, par des 
phénomènes engendrés par une atmosphère hypoxique, pourrait jouer un rôle important dans 
les processus de progression tumorale. Il serait intéressant d'étudier ces mécanismes afin de 
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vérifier l'impact de cette relocalisation sur la maturation de substrats de la furine, tel que le 
TGF-(3, sur la croissance tumorale. 
L'ensemble de ces résultats démontre que l'hypoxie régule à la hausse l'expression de la 
furine dans les tumeurs solides formées à partir de cellules cancéreuses humaines chez la 
souris. L'impact général de la furine sur la progression tumorale a déjà été démontré, mais 
c'est la première fois qu'on démontre l'implication d'une surexpression de la furine sur les 
processus de tumorigenèse. Ces résultats démontrent clairement une diminution de la 
croissance tumorale suite à l'inhibition de la furine présente dans les zones hypoxiques. Ces 
découvertes pourraient s'ajouter aux moyens connus utilisés pour lutter contre le cancer et 
ainsi permettrent de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques contre cette 
pathologie. Par exemple, puisque les tumeurs solides possèdent plusieurs zones hypoxiques, 
on pourrait inhiber la furine induite en hypoxie dans les tumeurs solide en utilisant un 
vecteur exprimant le PDX en hypoxie. En plus de diminuer la progression tumorale, ce 
système a l'avantage de cibler strictement les zones hypoxiques et donc, n'affecte pas 
directement les systèmes endogènes de défense contre la tumeur et pourrait diminuer les 
effets secondaire sur le système en général. Cependant, il reste plusieurs pas à franchir 
avant de pouvoir utiliser ce système, surtout au niveau des moyens permettant de délivrer les 
vecteurs. 
Afin de régler ce problème de transport, des chercheurs ont mis au point un véhicule capable 
de cibler les zones hypoxiques. Le mécanisme de sélection de ce véhicule implique un 
changement de structure d'une molécule appelée quinone, en présence d'un environnement 
hypoxique (Jaffar et al., 2004). Cette technique pourrait être utilisée afin de créer une 
103 
molécule chimique capable d'inhiber la furine, qui deviendrait active seulement dans les 
régions pauvres en oxygène. Puisque la furine est impliquée dans l'homéostasie des 
tumeurs, cette stratégie permettrait d'inhiber la progression tumorale en inhibant la furine 
dans les régions hypoxiques des tumeurs. Cette idée générale pourrait aussi servir à d'autres 
pathologies impliquant un environnement hypoxique (Jaffar et al., 2001). 
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5.0 CONCLUSION 
L'objectif de cette recherche consistait donc à étudier l'implication de la régulation 
hypoxique de la furine dans le développement du cancer. Tout d'abord, nous avons 
démontré par la technique d'immunohistochimie qu'il y avait présence de zones hypoxique 
dans les tumeurs, et qu'il y avait une surexpression de furine à l'intérieur de ces régions. 
Afin de vérifier l'impact de la surexpression de furine en hypoxie, nous avons utilisé des 
constructions plasmidiques codant pour un inhibiteur de la furine, le PDX, sous le contrôle 
d'un promoteur inductible en hypoxie. Ces promoteurs possédent 3 ou 6 répétitions du site 
de reconnaissance pour le HIF-1 du gène de l'érythropoïétine, soit le hypoxia responsive 
element (HRE). Grâce à ces plasmides, nous avons démontré chez un modèle de 
xénogreffes chez la souris que la progression tumorale est inhibée chez les tumeurs formées 
à partir des cellules HTI 080 exprimant du PDX en hypoxie. L'expression de PDX, chez les 
cellules transfectées avec les vecteurs 3 et 6HRE-PDX et cultivées en hypoxie, diminue les 
niveaux d'activation de la MTI-MMP, de l'IGF-IRJ3 et de la MMP-2, des substrats de la 
furine impliqués dans les processus de progression tumorale. 
Ces travaux, démontrent pour la première fois qu'une inhibition ciblée de la furine dans les 
zones hypoxiques des tumeurs affecte négativement la progression tumorale. De plus, ces 
résultats contribuent à la compréhension des mécanismes impliqués dans l'augmentation de 
la maturation/activation de proprotéines impliqués dans la tumorigenèse et confirment les 
effets néfaste d'une surexpression de furine en hypoxie sur l'homéostasie des cellules. 
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Ces résultats soutiennent les recherches antérieures portant sur le potentiel thérapeutique de 
l'utilisation de l'hypoxie tumoral dans la lutte au cancer et confirment la furine comme cible 
potentielle dans le contrôle de la progression tumorale. 
Finalement, ce projet de recherche contribue donc de façon général à l'avancement des 
connaissances sur le cancer et amène de nouvelles perspectives dans le traitement de cette 
pathologie du 21 e siècle. 
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